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Sammendrag 
Nanopartikkelbaserte formuleringer er utviklet for passiv eller aktiv målrettet kreftbehandling.  
Nanobærer benyttet til legemiddel levering akkumuleres i endosomale vesikler etter cellulær 
opptak og er derfor kandidater for fotokjemisk internalisering (PCI).  I denne masteroppgaven 
har gull nanopartikkelbasert fotosensitiserende legemiddel (fotosensitiser) til bruk i PCI blitt 
undersøkt. Ftalocyanin-nanopartikkel konjugater er utviklet for levering av hydrofobe 
fotosensitisere i polare løsninger til celler, slik som sink ftalocyanin fotosensitiser med C11-
kjede stabilisert på gull nanopartikkel med diameter på 4.3 nm. Ftalocyanine i sin 
monomeriske form på nanopartikkel-overflaten absorberer lys ved 696 nm og produserer 
cytotoksiske reaktive oksygen forbindelser (ROS) som ødelegger endomale membraner.  
 
Ftalocyanin-polyetylen glykol-gull nanopartikkel (C11Pc-PEG-AuNP) uten konjugering med 
målrettet ligander er vist å akkumuleres i endocytiske vesikler, men ikke like effektiv som de 
målrettede partiklene. De ikke-målrettede C11Pc-PEG gull nanopartiklene er vist å være lite 
effektive til å indusere fotodynamiske effekt (PDT) i Prof. Russells studie og denne lave 
fotocytotoksisiteten er i denne studien forsøkt forbedret med PCI. C11Pc-PEG gull 
nanopartiklene viste i denne studien cytotoksisitet uavhengig av lys i både 4T1 muse 
brystkreft celler og i HT29 tarmepitel kreftceller. Denne cytotoksisiteten var i kontrast til 
Prof. Russells studie. For å optimalisere forsøksbetingelsene for å oppnå en PCI effekt under 
betingelser hvor C11Pc-PEG gull nanopartiklene i fravær av lys ikke induserte cytotoksisitet 
ble flere parametere variert, inkludert ulike behandlingstider med nanopartikkelbaserte 
fotosensitiseren, ulike inkubasjonstid av celler før og etter behandling, ulike belysningstider, 
pH i løsningen, cellelinjen, vekstmedie med og uten serum, celletetthet, fenol rødt og MES 
buffer. Resultatene fra denne studien viste at en kombinasjon av høy celletetthet, vekstmedie 
med serum og inkubasjonstid på tre timer med C11Pc-PEG gull nanopartiklene ga en optimal 
cytotoksisitet til å kunne utføre PDT/PCI med disse nanopartiklene. Under disse betingelsene 
ble det ikke detektert fototoksiske effekter av C11Pc-PEG gull nanopartikler med lysdoser 
opp til 6 minutter fra lys-emitterende dioder (LEDer). Det ble vist gjennom flere forsøk at 
cellelinje, pH i løsningen, MES buffer og fenol rødt alene ikke hadde en avgjørende effekt for 
cytotoksisiteten og fototoksisiteten av disse nanopartiklene.  
 II 
 
Fotosensitiserene disulfonert tetrafenylklorin (TPCS2a) og aluminium-ftalocyanin disulfonat 
(AlPcS2a) kombinert med rekombinant gelonin (rGelonin) viste større PCI effekt 
sammenliknet med PDT i 4T1 celler. Effekten av TPCS2a, AlPcS2a og C11Pc-PEG gull 
nanopartiklene på endocytiske væskefasen ble sjekket ved å detektere enzymaktiviteten fra 
det lysosomale enzymet β-N-acetyl-D-glukosaminidase (β-AGA) etter PDT behandling. 
Resultatene fra denne studien viste at fotodynamisk inaktivering av β-AGA var størst for 
AlPcS2a sammenliknet med TPCS2a ved sammenlignbar fotocytotoksisitet. Intracellulære 
lokaliseringen av C11Pc-PEG gull nanopartiklene er vist å være ikke detekterbar i denne 
studien, mens AlPcS2a viste god akkumulerig i HT29 celler. MES bufferen i C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel-løsningen ble vist å ikke redusere cellulær opptak. 
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Forkortelser 
AlPcS2a     Aluminium-ftalocyanin-disulfonat. 
β-AGA     β-N-acetyl-D-glucosaminidase.  
C11Pc-PEG-AuNP /     
C11Pc-PEG gull nanopartikler Ftalocyanin-polyetylen glykol-gull nanopartikkel.   
DMSO      Dimetylsulfoksid. 
EDTA      Etylendiamintetraacetat. 
EPR effekt     Økt permeabilitet og retensjons effekt.  
FBS      Føtalt storfe serum. 
LTG       Lyso TrackerGreen®. 
MTT  3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazoliumbromid. 
PBS      Fosfat-bufret saltvann. 
PDT       Fotodynamisk terapi. 
PEG      Polyetylene glykol. 
PCI       Fotokjemisk internalisering. 
PNAG      P-nitrophenyl-β-N-acetylglucosamine. 
P/S      Penicillin-Streptomycin. 
RES system     Reticuloendotel system. 
rGelonin, rGel    Rekombinant Gelonin. 
RME      Reseptor mediert endocytose.  
RIPs      Ribosomal inaktiverings proteiner 
ROS      Reaktive oksygenforbindelser. 
rpm      omdreininger per minutt. 
RPMI-1640     Roswell Park Memorial Institute medium. 
TPCS2a     Disulfonert tetrafenylklorin. 
TPPS2a      Disulfonert tetrafenylporin. 
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Hensikt med oppgaven 
Cellulær opptak av terapeutiske makromolekyler skjer hovedsakelig via endocytose da 
hydrofile legemidler mangler en effektiv  transportmekanisme inn i cellene. Mange effektive 
legemidler fanget i endocytiske vesikler blir transportert i stor grad til lysosomer hvor 
legemidlene ødelegges før de har utøvet sin effekt. Fotokjemisk internalisering (PCI), basert 
på fotodynamisk terapi (PDT), frigjør makromolekylære legemidler fra endocytiske vesikler 
til cytosol hvor de kan utøve sin effekt. Metoden baserer seg på fotosensitiserende legemidler 
(fotosensitisere) lokalisert i endosom-membraner og som danner reaktive oksygen 
forbindelser (ROS) ved lysaktivering. De fleste effektive fotosensitisene er hydrofobe eller 
amfifile molekyler med suboptimal spesifisitet som resulterer i uspesifikk fotoødeleggelse av 
perifert vev. Det er derfor utviklet nanopartikkelbaserte systemer for mer målrettet levering av 
fotosensitisere.  
 
Hensikten med denne masteroppgaven er å levere en fotosensitiser, sink ftalocyanin bundet 
med en C11 kjede til gull nanopartikler koblet til polyetylen glykol (C11Pc-PEG-AuNP) til 
celler for bruk i PCI. Det har vært et mål med oppgaven å sammenlikne PCI-effektiviteten av 
disse C11Pc-PEG gull nanopartiklene i forhold til fotosensitisere som hittil har vært benyttet i 
PCI-studier. Arbeidet er utført på to ulike typer cellelinjer, 4T1 muse brystkreft celler og 
HT29 tarm epitelkreft celler og har omfatter blant annet behandling med PDT og PCI med 
TPCS2a, AlPcS2a  og C11Pc-PEG gull nanopartikler, cytotoksisitetsassay som MTT, 
fluorescensmikroskopi og enzymatiske målinger.  
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1 Innledning 
1.1 Makromolekylær behandling av kreft 
Tiltross for minsket mortalitet de siste årene grunnet bedre forståelse av tumor biologi og 
forbedret diagnostikk og behandling, er det likevel slik at et betydelig antall dør hvert år av 
kreft. I 2011 døde i underkant av 10.970 nordmenn av kreft og i 2012 ble det registrert at åtte 
av ti dødsfall var forårsaket av hjerte- og karsykdommer eller ondartet kreft [1, 2]. 
Kreftformer som har holdt uforandret dødelighet er ondartet svulst i tykktarmen og 
kreftformer i strupe, luftrør, bronkie og lunge, mens andre kreftformer slik som brystkreft og 
prostatakreft har vist redusert dødelighet de senere årene [2]. Disse dataene viser viktigheten 
av å forsette arbeidet med å forbedre kreftbehandlingen. Denne ikke-invastive fotokjemisk 
internalisering (PCI) teknikken tar sikte på å behandle flere krefttyper, som sarkomer, hode-
nakke kreft, hudkreft, tumorer i munnhulen, spiserør og urinblæren og mage-tarm kanalen [3].  
 
Kreft er en alvorlig sykdom som har utgangspunkt i ukontrollert celledeling. Farmasøytiske 
preparater har i dag begrenset potensiale for å kurere kreft og man trenger derfor nye 
legemidler og legemiddelformuleringer. Makromolekyler har stort potensiale i 
kreftbehandling og bare de som virker ekstracellulært er klinisk godkjent. For eksempel 
trastuzmab (Herceptin®) som bindes til HER2 ekstracellulære domene, rituximabs 
(MabThera®) som bindes til transmembran antigenet (CD20-antigenet), bevacizumab 
(Avastin®) som bindes til vaskulær endotel vekstfaktor (VEGF), cetuximab (Erbitux®) som 
bindes til EGFR og flere andre [4]. Makromolekyler som virker intracellulært mangler evnen 
til å penetrere gjennom plasmamembranen og er derfor ikke klinisk godkjent. De fleste 
makromolekyler som virker inni cellen er store og hydrofile molekyler som tas opp av cellen 
via endocytose. Endosomal innkapsling kan også gjelde kjemoterapeutika pakket i polymerer 
eller nanopartikler [3].  
 
Endocytose er en internaliserings mekanisme der membranen pakker inn væske med 
tilhørende forbindelser fra utsiden og danner endosomer. Endocytose kan foregå på flere 
måter, pinocytose der ekstracellulær væske tas opp uspesifikt, reseptor-mediert endocytose 
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der reseptor-bunnede ligander tas opp, adsorptiv endocytose der en forbindelse fester seg 
uspesifikk til plasmamembranen og endocytoseres og fagocytose endocytering av større 
partikler for eksempel bakterier. Endocytiske vesikler går fra tidlig endosomer med pH på 
ca.6.0-6.2 til å bli sen-endosomer med pH på ca.5.0-5.5 før de blir til lysosomer med pH på 
ca. 4-5. Lysosomer har degraderende enzymer som bryter ned forbindelser (f.eks. 
makromolekylære legemidler) som er blitt tatt opp av cellen via endocytose [5, 6]. Lysosomal 
degradering må overvinnes før legemidlet kan utøve sin intracellulære effekt på kreftcellen. 
En måte å unngå degradering av terapeutiske agens i disse vesiklene og få biologisk effekt er 
fysisk å ødelegge vesiklene. PCI er en teknikk utviklet for å bryte endosomets og lysosomets 
membraner og frigjøre innholdet til cytosol (Figur 1). Denne teknikken tar utgangspunkt i 
fotodynamisk terapi (PDT) [7, 8].  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 1: Transport av makromolekyler til cytosol ved hjelp av PCI: I; fotosensitiser (S) og 
det ønskede molekylet (M) blir endocytert. II; begge substansene ender i de samme vesiklene. 
III; etter lys eksponering blir membranen til vesiklene ødelagt og innholdet slippes til cytosol 
[9].  
 
1.1.1 Nanopartikler i kreft-terapi 
Nanopartikler som legemiddel leveringssystemer i kreftbehandling har blitt undersøkt de siste 
20-årene for å øke biotilgjengeligheten og konsentrasjonen av et legemiddel i virkestedet samt 
redusere uønskede bivirkninger [10]. Nanopartikkel-terapeutika er partikler som består av 
terapeutiske enheter, slik som små-molekylære legemidler, peptider, proteiner og nuklein 
syrer og komponenter som er satt sammen av terapeutiske enheter slik som lipider og 
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polymerer, til å danne nanopartikler[11].  Nanopartikler brukt i kreftbehandling inkludert 
avbildning, diagnostikk og målrettet behandling er vist å overvinne mange biologisk, 
biofysiske og biomedisinske barrierer [12, 13]. I tillegg er nanopartikler vist å forbedre 
effektiviteten av legemidlet de bærer ved å forbedre legemidlets farmakokinetikk og 
farmakodynamikk ved å nyttiggjøre seg av passive og aktive målrettet strategier. Deres 
størrelse på nanoskala gir materialene unike egenskaper som er annerledes enn deres bulk 
tilstand og gjør at nanopartikler kan brukes til flere applikasjoner slik som til levering av 
legemidler, diagnostikk og fototerapi, i tillegg til andre terapeutiske applikasjoner [11, 14]. 
Nanopartikler har vist lovende resultater til å aktiv nå målcellen og gi effekt innen kreft, 
infeksjoner, metabolske sykdommer, smerte behandling og gen terapi relaterte sykdommer. 
 
Nanopartikler som øker det intracellulære konsentrasjonen av legemidler i kreftceller gir økt 
anticancer effekt og redusert systemisk toksisitet, sammenliknet med deres terapeutiske agens 
alene [11, 15]. Forbedret effektivitet og spesifisitet av legemidler med slike nanopartikkel-
systemer gir god nytte for pasienter [10]. Eksempel på nanopartikkel-systemer er polymerer, 
dendrimerer, liposomer, virus, karbon nanotuber og metaller slik som jern oksid og gull (brukt 
i denne studien) (Figur 2). De fleste nanopartikkel-systemer som er godkjent av FDA eller er i 
klinisk bruk er basert på polymerer eller liposomer [16].  
 
 
 
 
 
 
Figur 2: Nanopartikler som legemiddel-leveringssystemer: A; polymer basert 
nanopartikkel, B;liposom basert nanopartikkel og C; jern oksid eller gull nanopartikkel [15]. 
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Passiv målstyring av nanopartikler til tumorer  
Kreft vev har økende behov for blodtilførsel og derfor danner tumorer nye blodkar 
(vaskularisering). Tumorvaskulariseringen er heterogen der noen tumor regioner har økt 
blodtilførsel for å forsyne nydannede celler med næringsstoffer og oksygen og gi gode 
vekstforhold, mens andre regioner er nekrotiske[17]. De nye blodårene dannet av tumoren er 
mer lekke og skjøre enn normal vaskulatur og har høy vaskulatur permeabilitet i tillegg til 
dårlig lymfatisk drenasje (Figur 3). Denne egenskapen gir fenomenet ”økt permeabilitet og 
retensjons effekt” (EPR effekt). Denne EPR effekten kan utnyttes for levering og 
akkumulering av nanopartikler selektivt til tumor [15, 17, 18]. Det er vist at partikler i nano-
størrelse kan lekke ut av tumorkar og akkumulere i tumorer [19]. EPR effekten er en 
tidskrevende prosess og krever at makromolekyler og nanopartikler har lang systemisk 
sirkulasjonstid [17]. Størrelsen av nanopartikler er derfor svært viktig for å unngå rask 
ekskresjon fra sirkulasjonen. Nanopartikler som bærer av legemidler til behandling av kreft 
bør være mellom 10 nm og 100 nm, fordi partikkelstørrelser mindre enn 10 nm blir raskt 
utskilt av nyrene, mens partikkelstørrelser større enn 100 nm blir fanget av makrofager i 
reticuloendotel systemet (RES systemet). Et eksempel på legemiddel leveringssystem (større 
enn 100 nm) utskillt av RES systemet er umodifiserte liposomer [11, 15]. Nanopartikler har 
en tilgjengelig overflate for binding av ulike forbindelser til fordel for den. Konjugering av 
PEG-kjeder på nanopartikkel overflaten kan gi lengre sirkuleringstid og dermed forlenget 
EPR effekt. 
 
Aktiv målstyring av nanopartikler til virkestedet 
For å levere nanopartikler som inneholder kjemoterapeutikum aktivt til virkestedet må det 
konjugeres med biologiske ligander, slik som antistoffer, peptider, karbohydrater eller folsyre, 
som har affinitet for en spesifikk overflate-reseptor uttrykt av kreftceller [20]. Ligandene bør 
kunne selektiv og effektiv transportere nanopartiklene inn i målcellene. Mål-reseptor eller 
antigen på kreftcellene bør ha flere egenskaper for å kunne brukes som tumor-spesifikt mål. 
De bør avvike fra normale celler eller være overtrykt på tumor cellene [15]. Et eksempel på 
mål-reseptor som kan brukes til å levere legemidler spesifikk til kreftmålcellene er 
celleoverflate glykoproteiner, dannet under transformeringen av en frisk celle til en malign 
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celle. Glykoproteinene på kreftcelleoverflaten kan være avgjørende for metastasering og 
overlevelse av kreftcellen og avviker fra normale cellers overflateproteiner.   
 
Avhengig av virkestedet til legemidlet som er inni nanopartiklene kan nanopartikler bli 
utformet til å enten slippe legemidlet nær målcellen, binde til cellemembran-reseptorer ved 
hjelp av ligander eller bli endocytert av cellen og slippe legemidlet ut i cytosol ved hjelp av 
ulike teknikker. For legemidler som virker inni cellen er internalisering av nanopartikler etter 
binding til målcellen i tumor nødvendig for en god terapeutisk respons. Det er derfor utviklet 
flere mål ligander, inkludert antistoffer, antistoff fragmenter, peptider og vekst faktorer, som 
er forventet å binde et tumor-assosiert antigen eller reseptor og bidra til opptak av 
legemiddelet (AIPene) inn i målcellene for å utføre sin effekt (Figur 3) [15].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 3: Mekanismen bak legemiddel-levering til tumorer ved hjelp av nanopartikler: 
Passiv tumor targeting oppnås ved lekkasje av nanopartikler gjennom økt permeabel tumor 
vaskulatur og ueffektiv lymfatisk drenasje (EPR effekt). Aktiv cellulær targeting (forstørret 
område på bildet) oppnås ved å funksjonalisere overflaten av nanopartikler med ligander som 
forfremmer celle-spesifikk gjenkjennelse og binding. Nanopartikler kan (i) slippe innholdet 
nær målcellen, (ii) binde til cellemembranen og gi ekstracellulær forlenget utslipp eller (iii) 
internalisere inn i cellen ved hjelp av endocytose [21]. 
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1.1.2 Gull nanopartikler 
Gull nanopartikkel er gull partikler i en ikke-oksidert tilstand (Au[0]) [22]. De ble først 
oppdaget på 1900-tallet og siden da har det blitt mer forsket på disse grunnet deres fysikalsk-
kjemiske egenskaper (slik som størrelse og hydrofobisitet), evnen til å binde funksjonelle 
enheter og er motagelige for overflate-modifikasjoner for biomedisinske applikasjoner [23, 
24]. Gull-nanopartikler er blitt utviklet til å være biokompatible og stabile med kontrollerbar 
størrelse [25, 26].  
 
Det er den store overflaten til gull nanopartikler som gir muligheten til modifisering ved å 
konjugere enheter på partikkelens overflate. De kan derfor bli brukt som effektiv legemiddel-
leveringsbærer både i kreft diagnostikk (intracellulær avbilding) og i kreftterapi, i tillegg til at 
deres størrelse, høy kontrast og god akkumulering og lokalisering i tumorer også gjør de mer 
egnet til slik applikasjoner [27, 28]. Gull nanostrukturer, inkludert nanocages, nanorods og 
nanoshells, bestrålt med lys med bølgelengde på 700-800 nm har blitt brukt som fototermal 
terapeutisk agens. Strukturelle modifikasjoner av gull nanopartikler under syntesen kan 
forflytte absorpsjonstoppen til ønskelig ”terapeutisk vindu” som er biologisk transparent [28].  
 
Opptak av gull nanopartikler med ligander i celler er antatt å være via energi avhengig 
reseptor mediert endocytose (RME) ved 37
o
C. Gull nanopartikler har også vist til å gi 
cytotoksisitet, apoptose, forandret gen ekspresjon, celle syklus ødeleggelse og er også vist å 
danne reaktive oksygen forbindelser (ROS) [29]. 
 
 
1.2 Fotodynamisk terapi 
PDT er klinisk godkjent behandlingsteknologi for flere krefttyper. PDT-behandlingen tar 
utgangspunkt i et lys-sensitivt legemiddel (en fotosensitiser) som kan aktiveres av lys av en 
bestemt bølgelengde. Tre komponenter er avgjørende for å oppnå effekt; en fotosensitiser, lys 
og oksygen. Fotosensitiseren akkumulerer i tumor celler og danner ROS etter eksitasjon med 
lys. ROS dreper kreftcellene ved flere mekanismer [3, 27].  
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1.2.1 Lyskilde for PDT 
Lys har lenge vært benyttet til kurering av ulike hudplager og sykdommer. Lys består av ulike 
bølgelengder med ulik energi. Jo lavere bølgelengde jo høyere energi har lyset. Synlig lys 
består av bølgelengde mellom 400-800 nm, fra lilla til rødt, mens det optiske vindu for 
penetrasjon i vev er mellom 600 til 1200 nm. Slik det er vist i figur 4, penetrerer rødt lys og 
infrarødt lys dypere i vevet enn det blått lys gjør [27]. Det endogene stoffet hemoglobin har 
sterk absorbsjon av lys under 600 nm, derfor er minste grensen for PDT satt til å være 580 nm 
[30, 31]. Bølgelengder høyere enn 800 nm har ikke nok energi til å kunne generere singlett 
oksygen og kan derfor ikke brukes i PDT behandling. Disse barrierne danner et vindu hvor lys 
har god vevs-penetrering og kan brukes til behandling av solide tumorer med PDT [27, 30]. 
Lyset som brukes har lav styrke (irradians) slik at det ikke gir varme eller vevsskade alene 
[30]. Hvilke bølgelengder som brukes i PDT avhenger av fotosensitiseren og dets 
absorpsjons-spekter. For at lyset skal være klinisk brukervennlig bør flere faktorer tas i 
betraktning, slik som lys-eksponeringstid, total lysdose og leveringsmåte[27]. Lys med 
bølgelengde på 630-800 nm kan penetrere fra 3 til 8 mm i vev [30]. 
 
Det er både brukt lasere og glød-lamper, der begge er effektive. I denne oppgaven har det blitt 
brukt lys-emitternde dioder (LEDer) som har smal båndbredde og høy irradianse til aktivering 
av ftalocyaniner og lysstoffrør til aktivering av TPCS2a [27].  
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Figur 4: Lysgjennomtrengeligheten i hud: Blått lys med en bølgelengde på ca. 500 nm 
penetrerer minst effektiv gjennom hud, mens dyp-rødt lys med en bølgelengde på ca. 800 nm 
og infrarød stråling penetrerer dypere [27].  
 
1.2.2 Fotosensitisere for PDT 
Egenskapene til fotosensitiser er avgjørende for effektiv behandling med PDT. De fleste 
fotosensitisere har tetrapyrrol (f.eks protoporphyrin IX) som sin utgangsstruktur. 
Fotosensitisere til PDT-bruk må ha absorpsjonstopp mellom 580  nm og 800 nm for å være 
klinisk relevante. Som for alle andre terapeutiske forbindelser må fotosensitiseren ha god 
stabilitet. Den bør ikke være toksisk i mørket og bør elimineres relativt raskt fra normalvev 
for å unngå fototoksiske bivirkninger [20, 27].  
 
Mange fotosensitisere er under klinisk utvikling. Fotosensitiseren Photofrin®, Foscan® og 
Verteporfin® og fotosensitiser forløperne 5-ALA og 5-ALA estere er klinisk godkjent for 
bruk til behandling av flere krefttyper med PDT [27].  
 
 
 
1 INNLEDNING 
 
9 
 
1.2.3 PDT virkningsmekanisme og effekt  
Når fotosensitiseren belyses med bølgelengder tilsvarende absorpsjonstoppen eksiteres den. 
Denne eksitasjonen skjer ved at elektroner overføres til orbitaler med høyere energi. 
Fotosensitiseren er da i en ustabil form og kan emittere denne energien i form av fluorescens 
og/eller varme, eller kan gå over til sin triplett tilstand som er noe mer stabil [27]. Når 
fotosensitiseren er i sin triplett tilstand har den lengre levetid enn singlett tilstanden 
(grunntilstand) og kan herfra reagere flere veier. Fotosensitiseren kan sende ut energi som 
varme eller lys, eller gå inn i en type I eller II fotoreaksjon. Fotosensitiserens kjemiske 
egenskaper er en av faktorene som påvirker forholdet mellom type I reaksjon og type II 
reaksjon. Andre viktige faktorer er oksygen mengde tilgjengelig og substratkonsentrasjon 
[32]. Den antatt viktigste mekanismen i PDT er type II reaksjoner, der fotosensitiser i triplett 
tilstand overfører energien sin til molekylært oksygen. Oksygenet omdannes da fra triplett 
tilstand (grunntilstand) til singlett oksygen (
1
O2). Fotosensitiser i triplett tilstand kan også 
reagere direkte med et annet substrat [8, 27]. Denne mekanismen kalles type I reaksjon og 
inntreffer i større grad i fravær av oksygen. I type I reaksjonen dannes superoksid anion 
radikal (O2
•–
) som igjen gir andre ROS, slik som hydroksyl radikaler (OH
•
) (Figur 5) [27].  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 5: Fotoreaksjon: I; Fotosensitiser i sin grunntilstand (
1
PS) tar opp energi fra lys og gir 
eksitert fotosensitiser (
1
PS
•
). II; Eksitert fotosensitiser går over til mer stabil triplett tilstand 
(
3
PS
•
). III; Type II fotoreaksjon. Fotosensitiser i triplett tilstand reagerer med molekylært 
oksygen og gir singlett oksygen. IV; Type I fotoreaksjon. Fotosensitiser i triplett tilstand 
reagerer med et substrat og danner reaktive hydroksylradikaler.  
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Singlett oksygen 
Singlett oksygen har veldig kort levetid, men hvor kort er det debatt om i litteraturen. Dette er 
fordi levetiden av singlett oksygen er avhengig av hva det måles i; det vil si vann eller annet 
løsningsmiddel [8]. I følge Selbo et al. har 
1
O2 en levetid på ca. 20 ns, mens Agostinis et al. 
rapporterer levetiden som et intervall på 10-320 ns [3, 27]. Virkningsradius til 
1
O2 er derfor 
heller ikke ensidig beskrevet i litteraturen, men er omtalt til å være 10-40 ns eller mer [3, 33].  
 
Den biologiske virkningen av singlett oksygen er avgjørende for fototoksisitet etter PDT. 
1
O2 
reagerer med visse aminosyrer, umettede fettsyrer (særlig med konjugerte dobbelt bindinger) 
og kolesterol og gir lipid peroksidering [3]. Det er fotosensitiserens lokalisering i 
utgangspunktet som avgjør virkning av singlett oksygen intracellulært. Membranbundet 
fotosensitiser (amfifil eller hydrofob) gir membran-ødeleggelse ved at membran-strukturen 
blir ødelagt av lipidperoksider, lipiddegraderingsprodukter og protein skader dannet av 
singlett oksygen. Jo dypere fotosensitiseren sitter i den hydrofobe delen av lipid bilaget i 
membranen, jo lengre vei kan singlett oksygen diffunder og reagere før den eventuelt når 
væskefasen der den har kortere levetid [8]. 
 
1.2.4 Dødsmekanismer relatert til PDT  
Tre ulike mekanismer er antatt ansvarlige for denne fullstendige PDT effekten på tumor. Den 
første mekanismen er en direkte inaktivering av celler ved apoptose som er kontrollert 
celledød, nekrose som er ukontrollert celledød eller autofagi som kan indusere celledød. Den 
andre mekanismen er indirekte via vaskulær ødeleggelse. Den tredje mekanismen er en sterk 
akutt inflammasjonsreaksjon som induserer immunrespons og gir T-celle mediert angrep på 
tumorceller [3, 27].  
 
PDT effekten kan være varierende fra pasient til pasient grunnet endogene stoffer, slik som 
antioksidanter, enzymer og proteiner gener koder for som kan være celle-beskyttende [27].  
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1.2.5 Nanopartikler og PDT 
Nanopartikler som bærer av fotosensitisere kan tilfredsstille de aller fleste kravene for en 
ideell PDT agens. Ulike type nanopartikler, inkludert uorganisk oksid-, metalisk-, keramikk- 
og biodegraderbare polymerbare nanomaterialer er i bruk i PDT som bærer av fotosensitiser. 
Siden PDT effekten avhenger av oksygen, må biodegraderbare nanopartikler frigjøre 
fotosensitiseren før eksitasjon med lys, og ikke-biodegraderbare nanopartikler med legemidler 
inkorporert i kjernen må sørge for at oksygen kan diffundere inn og ut av nanopartiklene fritt 
[34].  
 
Gull nanopartikler og PDT 
Det er vist at fotosensitisere bundet til gull nanopartikkel overflate danner signifikant mer 
singlett oksygen sammenliknet med frie fotosensitisere som aggregerer i løsning. Fordelen 
med overflate-bundet fotosensitiser på gull nanopartikler fremfor innkapslet fotosensitiser i 
silika nanopartikkel systemer (som også er vist å indusere effektiv celledrap enn frie 
fotosensitisere som aggregerer i løsning) er at generert singlett oksygen ikke trenger å 
diffundere ut av den porøse partikkel-strukturen for å indusere celledrap [35].  
 
Ftalocyaniner med absorpsjonstopp i den røde regionen av det synlige spekteret og 
konjugering av dets derivater med gull nanopartikler er vist å gi en signifikant forbedret 
fotocytotoksisk effekt sammenliknet med ikke-konjugerte derviater (som kan aggregere alene 
i løsning). Det er også vist at effektiv singlett oksygen dannelse kan oppnås ved kombinering 
av hydrofobisk fotosensitiser med kreft-spesifikke målrettede antistoffer på overflaten av gull 
nanopartikler (mutilfunksjonell gull nanopartikkel) (Figur 6). Slike multifunksjonelle gull 
nanopartikkel konjugater er vannløselige, en viktig egenskap for antistoff stabilisering og 
levering av konjugater til PDT, men har fortsatt bevart evnen til å generere signifikante nivåer 
av singlett oksygen [28].  
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Figur 6: Multifunksjonell gull nanopartikkel: Det er vist at nanopartikkel konjugater kan 
bli brukt til spesifikk målrettet  levering og deretter fotodynamisk ødeleggelse av 
brystkreftceller med overuttrykt HER-2 celle overflate reseptor. Dette er en komplett fire 
komponent system av fotosensitiser (en derivat av zinc[II] ftalocyanine, C11Pc), 
heterobifunksjonell HS-polyetylen glykol-COOH og HER-2 (ErbB2) muse monoklonal 
antistoff konjugert på gull nanopartikkel overflate[28].  
 
 
1.3 Fotokjemisk internalisering 
PCI er en norsk utviklet metode for cytosolisk levering av legemidler. PCI er en metode som 
benytter lys og fotosensitiser for å slippe membran-impereable molekylær terapeutika løs fra 
endocytiske vesikler. Teknologien er bredt undersøkt i mange cellelinjer og tumormodeller og 
er i fase I/II klinisk utprøvning [3, 36].  
 
PCI teknologien baserer seg på lavdose og en enkelt injeksjon av fotosensitiser som 
lokaliserer seg i endosom-membraner og intracellulær levering av terapeutiske agens fra 
endosom matriks (væskefasen) etter lysaktivering av fotosensitiseren[3, 36].  
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1.3.1 PCI virkningsmekanisme og effekt  
I PCI brukes den fotokjemiske reaksjonen beskrevet for PDT (1.2.3) til å ødelegge 
endocyterte vesikler. For PCI er ikke målet bare å ødelegge denne membranen, men å frigjøre 
endocytiske terapeutika ut i cytosol slik at legemidlene kan utøve sin effekt. Dette gir en 
effektiv og spesifikk behandling [36]. PCI gir en synergisk effekt mellom PDT og legemidlet 
som leveres (Figur 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 7: Fotokjemisk internalisering (PCI) av et makromolekyl: 
a) Amfifil fotosensitiser (S) og terapeutiske makromolekyl (D) er levert til- og endocytert av 
celler. b) S blir lokalisert i endocytisk membran og D ender i endosomets væskefase i de 
samme vesiklene. c) Cellen blir belyst og fotosensitiseren genererer reaktive oksygen 
forbindelser (ROS) slik som singlett oksygen. Endosom membranen blir skadet og ødelagt. d) 
Makromolekylet blir sluppet ut i cellen cytosol der den kan binde seg til sitt mål (T) og utøve 
sin effekt. Bildet er hentet fra  http://www.pcibiotech.com, 2014.  
 
1.3.2 Fotosensitisere til bruk i PCI 
Fotosensitisere som brukes i PCI må lokaliseres i membranen til endocytiske vesikler og er 
derfor amfifile.  
a) b) 
c) d) 
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AlPcS2a 
Aluminium ftalocyanin med to sulfonat grupper på tilstøtende ftalat-ringer (AlPcS2a) og 
absorpsjonsbånd på 670 nm er en mye brukt fotosensitiser innen PCI [11]. Dessverre er 
fotosensitiseren ikke egnet til klinisk bruk på grunn av store batch-til-batch variasjoner under 
produksjon som skyldes dets mange isomere former [27, 36, 37].  
 
AlPcS2a har en hydrofob del og to hydrofile sulfonat grupper som gir den amfifile egenskaper 
(Figur 8). Molekylet er vist å lokalisere i endocytiske membraner og eksiteres ved 670 nm [7]. 
AlPcS2a er med PCI vist å forbedre den cytotoksiske effekten av ribosom inaktiverende 
protein toksiner som gelonin og saporin og forbedre transfeksjon av gener i mange celle-linjer 
[27, 36, 37]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 8: Kjemiske strukturen til en av isoformene til fotosensitiseren AlPcS2a [36]. 
 
TPCS2a (Amfinex®) 
Disulfonert tetrafenylklorin med to sulfonat grupper i cis-posisjon (TPCS2a) tilhører 
fotosensitiser klassen kloriner (Figur 9). TPCS2a er utviklet fra TPPS2a som tilhører porfyrin-
gruppen. Forskjellen i struktur mellom disse er en redusert dobbeltbinding i 
tetrapyrrolstrukturen. Molekylet har to hydrofile sulfonatgrupper koblet til den hydrofobe 
tetrapyrrol-aromatiske kjernen. Sulfonatgruppene er allohert på den ene siden av molekylet og 
genererer en amfifil stuktur. Syntetisert TPCS2a har tre isomere og er vist å ha lite batch-til-
batch variasjon under produksjon [37].   
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TPCS2a er spesielt utviklet for PCI da den sitter bedre i membranbilaget enn beslektede 
fotosensitisere, slik som klorin e6. Denne fordelen skyldes molekylets sulfonerte grupper som 
bærer ikke-nøytraliserbare negative ladninger [8]. Fotosensitiseren TPCS2a er vist å bli 
lokalisert i intracellulære granuler som er dokumentert til å være endocytiske vesikler og har 
absorpsjonstopp på 652 nm [37]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 9: Kjemiske strukturen til en av isoformene til fotosensitiseren TPCS2a [37]. 
 
1.3.3 Hvilke legemidler kan leveres med PCI  
Det er utviklet mange makromolekylære legemidler mot kreft. Utfordringen med mange av 
disse er at de mangler et godt leveringssystem til det intracellulære område hvor de skal utøve 
effekten sin. Disse makromolekylene blir tatt opp via endocytose og forblir i disse vesiklene 
da de ikke har egenskapen til å slippe ut gjennom vesikkel-membranen [9, 38]. PCI er vist å 
translokere mange molekyler som ikke kan effektiv penetrere gjennom plasma membranen for 
eksempel type I ribosomal inaktiverings protein (RIPs), pepperrot peroksidase, en p21
ras
-
derivert peptid og immunotoksiner og kjemoterapeutika som bleomycin og doxorubicin [39, 
40]. I tillegg til dette kan PCI brukes i genterapi for levering av RNA/DNA til cytosol eller 
cellekjernen, vaksinering og til levering av nanopartikler [3, 36, 40].  
 
Toksiner og imunotoksiner  
Toksinet gelonin er en type I RIPs, derivert fra planten Gelonium multiforum 
(Euphorbiaceqae) [3, 38, 41]. RIPs bestående av type I med en polypeptid kjede (katalytisk 
A-kjede) og type II med både A-kjede og B-kjede (bindings domene) er N-glykosidaser som 
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katalytisk og irreversibelt inaktiverer eukaryotiske ribosomer [39, 42]. Fravær av 
bindingskjede hos toksinet gelonin, tatt opp via uspesifikk væske fase pinocytose og mannose 
reseptor-mediert endocytose, gjør at den blir fanget i endosomer/lysosomer og gir lite 
intracellulær toksisitet i intakte celler [3, 38, 39, 41, 42]. PCI er vist å frigjøre gelonin fra 
endosomer/lysosomer til cytosol der den fjerner basen adenine-4324 i 28S rRNA som hindrer 
assosiering av elongasjonsfaktorene faktor 1 og faktor 2 med subenheten 60S og derved 
inhiberer proteinsyntese og induserer celledød [39, 43].  
 
Immunotoksiner har begrenset bruk i kreft-terapi grunnet systemisk toksisitet i tillegg til 
fysiologiske faktorer som heterogen blod tilførsel, interstitial hypertensjon og relativ lang 
transportvei i interstitium begrenser kliniske verdien av immunotoksiner og andre toksin-
konjugater for behandling av solide tumorer. Vevspenerasjons hastigheten av makromolekyler 
er også avhengig av molekylets fysikalsk-kjemiske egenskaper slik som størrelsen, ladning og 
konfigurasjon [42]. PCI av målrettede toksiner gir muligheter for mer spesifikk cytotoksisitet 
ved lave doser sammenliknet med målrettet toksin monoterapi. For eksempel proteintoksinet 
gelonin virker enzymatisk slik at en eller svært få molekyler er nok til å drepe en celle [38, 42, 
43]. 
 
Bleomycin 
Den kjemoterapeutiske forbindelsen bleomycin er en lavmolekylær (1.5 kDa) vannløselig 
glykopeptide antibiotika som induserer singel-og dobbel-trådet DNA brudd under ionisering 
stråling. Blod-hjerne barrieren er en viktig begrensende faktor for effektiv behandling av 
hjernekreft med bleomycin, i tillegg til at den blir fanget og degradert i endosom/lysosom 
vesikler. PCI har vist å øke effektiviteten av bleomycin [44]. Bleomycin studeres med 
TPCS2a-PCI og er i klinisk fase I/II for behandling av hode- og nakkekreft. Alle 19 
behandlede individene, fleste med hode- og nakkekreft, viste god respons på PCI 
behandlingen (PCI Biotech 2014).  
 
Nanopartikler 
Nanopartikler (med kjemoterapeutiske molekyler) tatt opp av cellen via endocytose har 
vanskeligheter med å komme seg ut til cellens cytosol på egen hånd. Da disse partiklene er 
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membran-permable, blir de fanget i disse endocytiske vesiklene etter cellulær opptak. PCI er 
vist å øke terapeutiske effekten av nano-dendrimerer bundet til doxorubicin, camptotecin, 
saporin og DNA ved å frigjøre disse fra endocytiske vesikler ut i cytosol. Det er også 
observert signifikant økt biologisk effekt av protein toksinet saporin levert med målrett 
liposomer (saporin pakket inn i mAb425-liposomer) sammenliknet med ikke målrettet 
liposomer. PCI kan forbedre levering av mange ulike typer nuklein syre nanopartikler slik 
som forlenget effekt av siRNA, camptotecin pakket inn i polymer miceller, NLS-
peptid/plasmid kompleksert til en dendrimer-fotosensitiser konjugat og PEG-b-
polykatiomerer og PAMAM dendrimer konjugert med fotosensitiser [3].  
 
Nanoteknologi basert PCI gir flere kliniske fordeler, slik som unngår legemiddel resistens og 
behandler dypere områder som er vanskelig å behandle med PDT alene. Det antas at energi 
krevd til å indusere PCI er mye lavere sammenliknet energi krevd for å indusere PDT effekt 
og derfor overkommer PCI begrensningen om vevs peneterasjon av lys med PDT [45].  
 
1.3.4 Dødsmekanismer etter PCI 
PCI er en kombinasjonsbehandling mellom PDT og terapeutisk agens (beskrevet i 1.3.1) 
Virkningsmekanismen etter PCI behandling er avhengig av PDT, cytotoksiske hydrolaser og 
administrert legemiddel. Mekanismen av celledød og overlevelses signalering etter 
fotokjemisk behandling ved å bruke PCI-fotosensitisere må undersøkes i fremtiden.  
 
1.3.5 Fordeler og utfordringer med PCI 
Som alle andre metoder har også PCI teknikken sine fordeler og ulemper avhengig av 
terapeutika som leveres og dens kjemiske egenskaper. Fotosensitiserens fotokjemiske og 
kjemiske egenskaper påvirkes av miljøet rundt. De fleste fotosensitiser molekyler er 
hydrofobe og kan aggregere lett i vandig medie med biologiske enheter. Aggregering av 
fotosensitiser-molekyler gir redusert løselighet og minket singlett oksygen genereringen [34].  
 
PCI er vist å gi begrenset mutagene effekter, DNA skader og utvikling av resistente kloner. 
Dette skyldes fotosensitiserens evne til å ikke lokalisere seg i cellekjernen [3, 27]. 
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Fotosensitiserne brukt i PCI er ikke-toksiske forbindelser som kun aktiveres av lys med 
bølgelengde tilsvarende dets absorpsjonstopp. Når fotosensitiseren er degradert av lyset 
(fotobleket) stopper ROS-dannelsen og hindrer unødvendig behandling og lys bivirkninger. 
PCI som en ikke-invasiv selektiv teknikk dekker kun lokale tumorer og ikke metastaser. Dette 
gir ingen eller lite uheldige systemiske virkninger. Metastaser som står for de fleste av 
dødstilfellene er en viktig satsningsområde. Derfor pågår det også mer forskning innen dette 
feltet for å finne optimal PDT betingelser til å indusere systemisk immunitet. Den lokale 
effekten kan begrenses av lyset penetrasjonsevne i vev for PDT, mens PCI har fordel med 
synergisk toksisk effekt av aktivert fotosensitiser og legemidlet som er levert [3, 27, 34].  
 
Pasienter kan unngå lokale irritasjoner etter PDT/PCI behandling ved å unngå sollys. Det er 
vist at PDT gir bedre livskvalitet sammenliknet de tradisjonelle behandlingsregimene med 
kjemoterapeutika[3, 27].
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2 Materialer og metode  
2.1 Arbeidsforhold 
2.1.1 Aseptisk arbeid, sterile utstyr og arbeid i LAF benk 
All arbeid med håndtering av celler og behandling av celler ble gjort aseptisk. Aseptisk arbeid 
er en nødvendig arbeidsmetode for å jobbe med levende celler og for å unngå mulig 
kontaminasjon og infeksjoner. Det ble brukt sterile engangsutstyr under all arbeid med celler, 
slik at kontaminasjonsfaren var minimal. Dette utstyret var pakket godt og ble sprayet med 75 
% etanol før de ble satt inn i LAF benk for bruk. Pakkene ble åpnet under avtrekk og 
innholdet ble behandlet på en slik måte at de hadde luftstrøm over seg hele tiden og dermed 
var sterile under hele arbeidet. Ved minste mistanke om kontaminasjon eller feilbruk, ble 
utstyret forkastet og nytt sterilt utstyr ble brukt. Håndtering av levende celler under ulike 
prosedyrer forgikk på definerte LAF benker på lukket Klasse C rom. Alle LAF benkene 
hadde vertikalt luftstrøm.  
 
2.1.2 Oppbevaring av materialer  
All materiale som skulle oppbevares kjølig ble oppbevart i kjøleskap ved 2 – 8 oC. Det som 
ble beholdt kaldt i denne studien var Roswell Park Memorial Institute medie (RPMI-1640) 
(Sigma-Adrich, USA), trypsin-EDTA løsning (Sigma-Adrich, USA), fosfat-bufferet 
saltløsninger (PBS) med- og uten Ca
2+
 og Mg
2+ 
(Fisher Scientific, USA), de ulike 
fotosensitisere, 3-(4,5-dimetyl-2-tiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) 
løsningen (Sigma-Adrich, USA) og løsninger for enzymatiske målinger. For oppvarming av 
disse materialene (minst 15 minutter før tilsetning til levende celler) ble det brukt vannbad 
som holdt 37 
o
C.  
 
Celler utsådd i vevskulturflasker for vekst og dyrkning samt under trypsinering ble holdt i 
egen inkubator ved 37 
o
C med 5 % CO2
 
i luften og høy luft fuktighet. Vevskulturflaskene ble 
plassert på hyller med avstand fra hverandre, slik at det var god og jevn luftstrøm mellom 
flaskene og gjennom lokkfilteret inn til flasken. Når cellene ble platet ut til forsøk i ulike 
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brønner, ble brettene inkubert i en separat inkubator også med temperatur på 37 
o
C og 5 % 
CO2
 
i luften. Grunnen til at det ble brukt ulike inkubatorer for ulike hensyn, var for å minske 
eventuelle kontaminasjoner. 
 
 
2.2 Dyrkningsmedie, cellelinjer og løsninger 
2.2.1 RPMI-1640 vekstmedie tilsatt føtalt storfe serum og penicillin-
Streptomycin 
Vekstmediet for dyrkning av celler som ble brukt var RPMI-1640 blandet med 10 % føtalt 
storfe serum (FBS) (Fisher Scientific, USA) og 1 % penicillin-Streptomycin (P/S) (Sigma-
Adrich, USA). Det finnes flere typer RPMI-1640 og den som ble brukt i denne studien var 
RPMI-1640 med 2 g/L natrium bikarbonat og 0,3 g/L L-glutamine. Mediet inneholder også 
andre ikke-organiske salter, aminosyrer, vitaminer og andre forbindelser [46, 47].   
 
RPMI-1640 mediet ble tilsatt føtalt storfe serum med standard kvalitet og EU-godkjennelse. 
Dette for å gi nødvendig næring, gode vekst betingelser, og andre faktorer som er nødvendig 
for festing av celler og beskytte de fra oksidativ ødeleggelse og apoptose. FBS kommer fra 
fullblod eller plasma, fra donorkilde eller slakteri, og er testet for ulike onkogener og 
sterilisert. Det anbefales 5-20 % FBS ved bruk i cellekultur og i denne studien ble det tilsatt 
10 % FBS [48]. 
Penicillin-Streptomycin ble tilsatt for å hindre bakteriell kontaminasjon. Den inneholder 
10.000 enheter penicillin og 10 mg streptomycin per mL i 0,9 % natriumklorid [49]. 
 
Både FBS og PS ble oppbevart ved –20 °C før tinning og tilsetning til RPMI-1640 mediet. 
Etter tilsetning ble vekstmediet oppbevart i kjøleskap ved 2 – 8 °C. 
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2.2.2 4T1 celler 
Denne studien ble påbegynt med 4T1 celler (ATCC® CRL-2539™, USA) fordi denne tumor 
cellen har flere egenskaper som gjør den godt egnet til forskningsarbeid. Dette er en 6-
tioguanin resistent cellelinje fra mus som både har adherente egenskaper og vokser ganske 
raskt. Disse epitellignende cellene kommer fra brystkjertler uten mutagen behandling og er en 
dyrestadie IV human brystkreft, vist i figur 10. Tumorvekst og metastatisk spredning av 4T1 
celler i mus ligner veldig på human brystkreft [50, 51]. 
 
4T1 cellene ble tatt opp fra flytende nitrogen, der de var frosset ned med 95 % komplett 
vekstmedie og 5 % DMSO. Disse ble tinnet opp etter prosedyre beskrevet i 2.3.1, og ble 
dyrket videre i RPMI-1640 vekstmedie med et splittningsforhold på 0,5:20, 1:20 og 2:20. 
Cellene ble splittet annenhver til hver tredje dag for å sikre optimale vekstbetingelser.  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 10: Morfologien av 4T1 celler: Bildet er hentet fra Sigma-Adrich, 2013.  
 
2.2.3 HT29 celler  
HT29 celler (ATCC® HTB-38™, USA) er humane tarmepitelkreftceller tatt fra en kvinnelig 
pasient, vist i figur 11. For denne tumor cellelinjen er flere antigen, reseptorer, onkogener og 
andre gener studert [52]. 
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Disse celle ble tatt opp fra flytende nitrogen, der de var frosset ned med 95 % komplett 
vekstmedie og 5 % DMSO. Opptinningen ble gjort som beskrevet i 2.2.1. 
 
Det anbefalte vekstmediet til denne cellelinjen er McCoy’s 5a medie, men i denne studien ble 
det brukt RPMI-1640 medie tilsatt FBS og P/S. HT 29 cellene vokste godt i dette 
vekstmediet. Grunnen for at det ble brukt RPMI-1640 tilsatt FBS og P/S istedenfor McCoy’s 
5a medie er av praktiske årsaker og tidligere erfaring. Dessuten skulle disse cellene brukes til 
å jobbe med C11Pc-PEG gull nanopratikler og tidligere artikler med samme utgangspunkt har 
vist gode resultater med dette RPMI-1640 mediet [20, 52]. 
 
Splittingen av disse cellene foregikk to ganger i uken i 75 cm
2
 vevskulturflasker, der 
splitningsforholdet var 1:20 og 2:20.  
   
 
 
 
 
 
 
 
Figur 11: Morfologien av HT29 celler:  Bildet er tatt med fluorescensmikroskop, 2014. 
 
2.2.4 Trypsin-EDTA løsning 
For å løsne cellene fra vevskulturflaske-overflaten ble det brukt trypsin-EDTA løsning. Denne 
løsningen inneholder 0,5 g svin trypsin (derivert fra bukspyttkjertel) og 0,2 g EDTA x 4 Na 
per liter av Hanks’ Balansed Salt Solution med fenol rød.  Konsentrasjonen av trypsin i 
løsningen kan variere fra 0,025 % til 0,5 %, avhengig av inkubasjonstid, cellelinje og kultur 
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”alderen” for at celler skal løsne. I denne studien ble det brukt trypsin med en konsentrasjon 
på 0,1 % [53, 54]. 
 
4T1 celler og HT29 celler er begge adherente celler som fester seg til overflater ved å danne 
bindinger. Trypsin som er et proteolytisk enzym, bryter disse bindingene slik at cellene kan 
løsne. Trypsin kombineres vanligvis med en toverdig kation-chelator, slik som EDTA 
(etylenediaminetetraacetic acid) i denne løsningen. Funksjonen til EDTA er å fjerne 
ekstracellulære divanlente metallioner, slik som Ca
2+
 og Mg
2+
. Her er det spesielt ønskelig å 
binde fritt Ca
2+
, fordi høye Ca
2+
 konsentrasjoner kan gi sterk celle-celle adherens. Ved sterke 
protein-protein interaksjoner løsner ikke cellene lett fra hverandre og fra overflaten.  
 
2.2.5 PBS 
Det ble brukt to typer PBS i denne studien til ulike hensyn. Det er også viktig å skille mellom 
PBS med Ca
2+
 og Mg
2+
 og PBS uten Ca
2+
 og Mg
2+
 i ulike prosedyrer. For eksempel når vi 
ønsker å splitte cellene, bør det brukes PBS uten Ca
2+
 og Mg
2+
 slik at minst mulig EDTA 
brukes opp til å kompleksbinde disse ionene [55]. 
 
2.2.6 Gull nanopartikler 
I denne studien er en gull nanopartikkel benyttet til levering av fotosensitiseren ftalocyanine. 
Gull nanopartikler med en gjennomsnittsdiameter på 4.3 nm er stabilisert med en mikset 
monolag av hydrofobe sink ftalocyanin (Pc) fotosensitiser med C11-kjeder ved å utnytte 
svovel bindingen på overflaten av gull nanopartiklene og funksjonalisert med en vannløselig 
polyetylen glykol (PEG) til C11Pc-PEG-AuNP (gave fra D.Russell, UK). Syntesen er vist i 
figur 12. Det er estimert til å være 155 sink ftalocyanin fotosensitiser molekyler på hver 
nanopartikkel [20, 56].  
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Figur 12: Syntese av C11Pc-PEG gull nanopartikler: Gull klorid (HauCl4) ble redusert i 
nærvær av C11Pc fotosensitiseren og tiolert karboksy PEG ved å bruke natrim borohydrid 
[20, 56]. 
 
Eksitasjon av fotosensitiseren som er bundet til gull nanopartikkel overflaten genererer 
singlett oksygen og/eller andre reaktive oksygen forbindelser (ROS). Gull kjernen kan bli 
også brukt til bilde diagnostikk eller hypertermal behandling (Figur 13) [56]. 
 
 
 
 
 
  
Figur 13: Fotosensitiser bundet til gull nanopartikkel overflaten: Etter lyseksitasjon 
danner fotosensitiseren cytotoksiske forbindelser slik som singlett oksygen og gull 
nanopartikkelen brukes til diagnostikk eller varmebehandling [56].  
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MES buffer 
C11Pc-PEG-AuNP komplekset var i en løsning med 50 mM MES buffer som innholdte    
0.05 % Tween 20 og hadde en pH på 5.5. Det ble lagd akkurat samme MES buffer til  
behandling av HT29 celler for å undersøke dets cytotoksiske effekt.  MES natrium salt (2-(N-
Morfolino)etansulfonik syre natrium salt) (Sigma-Aldrich, USA) ble løst i deionisert vann til 
en konsentrasjon på 50 mM. Denne løsningen hadde en pH på 8,7 og ble derfor pH justert ned 
til 5,5 med 0,2 M HCL (Sigma-Aldrich, USA). Løsningen ble deretter tilsatt 0,05 % Tween-
20 for å være tilsvarende den som var benyttet i C11Pc-PEG gull nanopartikler-løsnignen. 
 
 
2.3 Standardprosedyrer 
2.3.1 Opptak av celler fra flytende nitrogen 
Cellene var nedfryste i nitrogen for oppbevaring. Disse ble tatt opp og dyrket i skåler etter 
følgende prosedyre: 
 1 mL rør med nedfryste celler ble tinnet raskt opp i vannbadet og cellesuspensjonen 
overført til nytt rør med RPMI-1640 medie tilsatt FBS og P/S. Dette gjøres for å 
fortynne DMSO som er tilsatt cellene før frysningen. 
. 
 Røret ble sentrifugert i tre minutter ved 1200 omdreininger per minutt (rpm) i en 
sentrifuge med 20 cm sving radium på 20 cm og g-kraft på 340 x G (Rotina 380R, 
Hettich zentrifugen, Tyskland), slik at det ble dannet en pellett på bunnen av 
eksisterende celler. Supernatanten ble fjernet, mens pelletten på bunnen av røret ble 
løst opp i nytt friskt vekstmedie.  
. 
 Celleløsningen ble overført deretter til dyrkningsflasker, og ble plassert i inkubator 
med 37 
o
C og 5 % CO2 hvor de kan feste seg over natt.  
.  
 Dagen etter ble cellene splittet etter ønsket forhold til nye dyrkningsflasker. Ved 
denne prosedyren har cellene blitt splittet to ganger før de er blitt brukt til forsøk.  
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2.3.2 Splitting av celler 
Vevskulturflaskene med celler ble inkubert helt til de var ca. 80 % konfluente før splittingen 
ble utført. For å vite om flaskene var ca. 80 % konfluente ble de alltid mikroskopert. Celler 
som vokser i kultur gjennomgår ulike vekstfaser. Først tilpasser cellene seg vevskulturflasken, 
så begynner de å vokse eksponentielt, kalt log-fase. Når flasken begynner å bli konfluent 
stopper celleveksten. Da er cellene i platå-fase. Cellesplitting foregikk dermed sent i log-fasen 
og før platå-fasen etter følgende prosedyre: 
 Cellene ble vasket først en gang med 4 mL PBS uten Ca2+ og Mg2+ før de ble tilsatt 2 
ml trypsin-EDTA løsning. Dette for å fjerne døde celler før trypsin løsnet cellene fra 
dyrkningsflasken. 4T1 cellene ble inkubert med trypsin-EDTA løsningen i ca. 5 
minutter, mens HT29 celler ble inkubert med trypsin-EDTA løsningen i ca. 10-15 
minutter før de løsnet.  
.  
 Flaskene ble banket på fra siden for at cellene lettere skulle løsne der det var 
nødvendig. Om cellene hadde løsnet eller ei kunne ses både makro- (bare med øyet) 
og mikroskopisk.  
. 
 Cellesuspensjonen ble deretter tilsatt friskt vekstmedie og pipettert opp og ned til 
enkeltceller. Om cellene hadde blitt enkeltceller fra kolonier kunne kontrolleres i 
mikroskopet.  
. 
 Etter ønsket forhold, kunne man overføre bestemte mengder cellesuspensjon til nytt 
dyrkningsflaske med totalt 18 ml vekstmedie i 75cm
2
 vevskulturflasken.  
.  
 Flaskene merket godt med cellenavn, passasje, dato og initialer for hver gang. For 
hver gang cellene ble splittet gikk passasje nummeret opp, og når passasje 25 var nådd 
ble cellene kastet.   
 
2.3.3 Telling av celler og utsåing til forsøk 
Det ble alltid sådd ut celler fra vevskulturflasker som var under ca. 80 % konfluente. 
Vevskulturflasken ble mikroskopert for hver gang for å sikre god kvantitet og kvalitet på 
cellene. Deretter ble disse vasket med 4 mL PBS før behandling med 2 mL trypsin-EDTA. 
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Når cellene hadde løsnet og ca. 4-6 mL nytt vekstmedie var tilsatt, ble de pipettert opp og ned 
til enkeltceller. Løsningen ble overført til rør hvor ca. 20 µL av løsningen ble tilsatt til Bürker-
kammer (KovaGlasstic Slide 10, Hycor Biomedical Inc., England) for telling. Tre diagonale 
ruter ble talt hver for seg i mikroskopet og celleantallet ble notert. 
 
Ved veldig avvikende tall, for høy eller for lav, ble det tilsatt ny cellesuspensjon til et nytt felt 
i Bürker-kammeret og rutene ble talt på nytt. Gjennomsnittlig antall ble brukt videre for å 
finne celletettheten i løsningen. For de fleste forsøk i denne studien var ønsket celleantall 
5000 celler/brønn i 96-brønnersbrett (Nunclon, Danmark) og hver brønn ble tilsatt 100 µL 
løsning. For behandling med C11Pc-PEG gull nanopartikler med HT29 celler ble det også 
sådd ut 20.000 celler/brønn. Antall celler som ble platet ut varierte for ulike prosedyrer 
anhengig av utsåingsplatene og størrelsen på brønnene. I alle tilfeller ble brettene inkubert 
straks etter mikroskopering i inkubatorer med 37 
o
C, 5 % CO2 og god luft fuktighet.   
 
Det må tas i betraktning at denne metoden å beregne seg fram til antall celler kan ha betydelig 
feilmargin, derfor er det viktig med justering etter mikroskopering ved store avvik. Etter å ha 
sådd ut celler i en brønn er det viktig å visuelt undersøke om celletettheten synes å være riktig 
basert på tidligere erfaring. Dersom celletettheten ser ut til å være feil gjentas prosedyren for 
celletelling.  
 
 
2.4 Behandling med fotodynamisk terapi in vitro 
Prinsipp 
Fotodynamisk terapi (PDT), som beskrevet i 1.2, er en teknikk som involverer lys, oksygen 
og fotosensitiser for å gi celle cytotoksisitet. PDT er en metode som involverer flere trinn og 
går over flere dager. Aktivering av fotosensitiser med synlig rødt eller blått lys skjer etter at 
cellene er behandlet.  
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Prosedyre for PDT in vitro 
 Det ble sådd ut 5000 celler per brønn for behandling med TPCS2a (PCI Biotech, 
Norge) eller AlPcS2a (Frontier Scientific, Logan UT) og 5000 eller 24.000 celler per 
brønn for C11Pc-PEG gull nanopartikler til to 96 brønners brett (lysbrett og 
mørkbrett) etter prinsipp beskrevet i 2.3.4 og brettene med celler ble inkubert i minst 
seks timer før behandling.  
. 
 Etter at disse adherente cellene hadde festet seg ble vekstmedie med 0,4 µg/mL 
TPCS2a eller 1 µg/mL eller 5 µg/mL AlPcS2a eller ulike C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel konsentrasjoner tilsatt cellebrønnene som skulle behandles, og det ble 
tilsatt 100 µL vekstmedie i cellebrønner til kontroll. Cellene ble satt til tre-, seks- eller 
18 timers inkubasjon i inkubator med 37 
o
C og 5 % CO2. 
. 
 Etter behandling med fotosensitiser ble alle cellebrønner vasket tre ganger med 100 
µL PBS med Ca
2+
 og Mg
2+
 og fikk 100 µL vekstmedie. Celler behandlet med TPCS2a 
eller AlPcS2a ble satt til fire timers inkubasjon i inkubator med 5 % CO2 og 37 
o
C for å 
chase fotosensitiseren inn i cellene fra cellemembranen, mens celler behandlet med 
C11Pc-PEG gull nanopartikler ble inkubert i 5-15 minutter da disse binder seg dårlig 
til plasmamembranen.  
. 
 Mørke-brettet ble beholdt i skuffen mørkt, mens lysbrettet ble gitt ønsket lysdose med 
lyskilde bestående av en rekke LEDer eller LumiSource®. Cellene ble deretter satt til 
48 timers inkubasjon i inkubator med 37 
o
C og 5 % CO2.    
 . 
 Celleviabilitet ble målt ved bruk av MTT-assay, som beskrevet i 2.6. 
 
Belysning og aktivering av fotosensitizere 
Lyskilden som ble brukt for fotosensitiseren AlPcS2a og C11Pc-PEG gull nanopartiklene 
besto av en rekke LEDer som emitterer med en bølgelengde på 670 nm og har effekt på 8 
mW/cm
2
. Denne ga rødt lys. Mens for aktivering av klorin fotosensitiseren TPCS2a ble det 
benyttet lampe fra LumiSource® (PCI Biotech, Norge). Denne består av fire 18 W Osram L 
18/67 standard lysrør og gir blått lys. Lampen har effekt på 11,5mW/cm
2
 og et 
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emisjonsmaksimum på ca. 435 nm (Figur 14). Begge lyskildene ble slått på ca. 15 minutter 
før bruk for å gi stabil irradians og begge apparatene er utstyrt med vifter på begge sider slik 
at cellene ikke skal utsettes for hypertermi under belysningen og opprettholde stabil 
irradianse.   
 
 
 
 
 
 
 
Figur 14: Relativ spektrum for LumiSource® med standard lysrør (blått lys): Grafen er 
hentet fra http://www.pcibiotech.com, 2014.. 
 
 
2.5 Behandling med fotokjemisk internalisering in vitro  
Prinsipp 
Fotokjemisk internalisering (PCI), som beskrevet i 1.3, er basert på samme prinsipp som 
PDT. Det som skiller ut denne metoden fra PDT-metoden er levering av makromolekylære 
legemidler inn i cellen. PCI-metoden trenger, slik som PDT, lys, oksygen og fotosensitiser. I 
tillegg trenger den et toksin eller toksisk forbindelse som skal virke inne i cellen. Den 
dobbelte effekten av PCI opptrer når ROS forbindelser genereres som følge av aktivering av 
fotosensitiseren med riktig lysbølgelengde og skader de endolysosomale vesiklene som 
omslutter makromolekylære legemidler, slik at makromolekylære legemidlene slippes ut i 
cytosol.  
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Prosedyre for PCI in vitro 
 Det ble sådd ut 5000 celler per brønn for TPCS2a og AlPcS2a og 5000 eller 20.000 
celler per brønn for C11Pc-PEG gull nanopartikler til to 96 brønners brett (lysbrett og 
mørkbrett) etter prinsipp beskrevet i 2.3.4 og brettene med celler ble inkubert i minst 
seks timer før behandling.  
. 
 0,4 µg/mL TPCS2a, 1 µg/mL, 5 µg/mL AlPcS2a eller ulike C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel konsentrasjoner i vekstmedie ble tilsatt cellebrønnene som skulle 
behandles, og det ble tilsatt 100 µL vekstmedie i cellebrønner til kontroll. Cellene ble 
satt til tre-, seks- eller 18 timer inkubasjon i inkubator med 37 
o
C og 5 % CO2. 
. 
 Etter behandling med fotosensitiser ble alle cellebrønner vasket tre ganger med 100 
µL PBS med Ca
2+
 og Mg
2+
. 10 nM rGelonin i vekstmedie ble tilsatt cellebrønnene 
som skulle PCI behandles og cellebrønnene som var til kontroll. Ubehandlede 
cellerbrønner fikk 100 µL vekstmedie. I PCI-forsøk med økende rGel-konsentrasjoner 
ble det tilsatt rGelonin med konsentrasjonene 0.1 nM, 0.5 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 
nM og 100 nM. Cellene ble satt til fire timers inkubasjon i inkubator med 37 
o
C og 5 
% CO2. 
. 
 Mørke-brettet ble oppbevart mørkt, mens lysbrettet ble gitt ønsket lysdose med 
lyskilde bestående av en rekke LEDer eller LumiSource®. Cellene ble satt til 48 
timers inkubasjon i inkubator med 37 
o
C og 5 % CO2. 
. 
 Celleviabilitet ble målt ved bruk av MTT-assay, som beskrevet i 2.6. 
 
Makromolekyl  
I denne studien er rekombinant gelonin benyttet som makromolekyl forbindelse og er i denne 
oppgaven forkortet med rGelonin eller rGel (gave fra Dr Michael Rosenblum, MD Anderson 
cancer senter, Housten Texas, USA).  
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2.6 Viabilitetsmåling med MTT 
Prinsipp 
MTT celleviabilitets-assayet baserer seg på kvantitativ måling av enzymaktiviteten inne i 
cellens mitokondrier. MTT er et gulfarget salt som løses i PBS. Denne lysfølsomme løsningen 
ble oppbevart mørk og kjølig. MTT-reagenset ble lagd i en stock konsentrasjon på 5 mg/mL 
og i denne studien ble stockløsningen fortynnet med vekstmedie til 0,25 mg/mL før det ble 
tilsatt cellene. Det gule tetrazoliumsaltet MTT reduseres av mitokondri reduktase i levende 
celler og danner vannuløselig, mørk blå/lilla formazan krystaller som løses opp av organiske 
løsninger, slik som isobutanol eller dimetylsulfoksid (DMSO) (Figur 15) [57, 58]. I denne 
studien er DMSO (Sigma-Adrich, D5879-2.5L, USA) benyttet til å løse opp formazan 
krystallene. Fargen måles med et spektrofotometer hvor absorbansen er en funksjon av 
konsentrasjoenen av blå farge, som igjen korrelerer direkte med antall metabolsk aktive celler 
i prøven. Assayet er enkelt, raskt og godt egnet for analyse av et stort antall prøver ved å 
bruke 96-bønners mikrotiter plater og en multibrønn spektrofotometer skanner. Antall levende 
celler kan detekteres ved å måle formazankonsentrasjonen ved hjelp av optisk tetthet ved en 
gitt bølgelengde [57]. [57, 58].  
 
Tetrazolium salter er bredt brukt i celle proliferasjon og cytotoksiske asseyer, enzym asseyer, 
histokjemikale prosedyrer og bakteriologisk screening.  
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Figur 15: Reduksjon av vannløselig MTT reagent via mitokondri reduktase aktivitet inni 
viable celler til å produsere organisk løselig formazan [56, 58].  
Prosedyre for MTT-assay 
 Cellebrønnene ble tilsatt 100 µL fortynnet MTT-løsning, samt en blank rad uten celler 
på hver brett. For å finne den beste reelle MTT-aktiviteten må bakgrunnsstøy fjernes 
med denne blankverdien. Dette skjer ved at MTT-aktiviteten trekkes fra blankverdien. 
Cellene ble satt til fire timers inkubasjon i inkubator med 37 
o
C, 5 % CO2 og god luft 
fuktighet.    
. 
 Etter enzymatisk dannelse av vannuløselige formazan krystaller i levende celler ble 
MTT løsningen fjernet og 100 µL dimetylsulfoksid (DMSO) tilsatt. Blank raden uten 
formazan krystaller ble også tilsatt 100 µL DMSO. Brettene ble satt på risteinkubator i 
ca. 5 minutter for å sikre total oppløselighet som gav mørk lilla farge der det var mye 
levende celler og klar løsning der det ikke var levende celler. 
. 
 Den optiske tettheten ved en gitt bølgelengde, altså absorbansen, er en funksjon av 
konsentrasjonen av lilla farge, som reflekterer antall metabolsk aktive celler i 
løsningen. Absorbansen her ble alltid målt med spektrofotometer (PowerWave™ XS2, 
BioTek, USA) ved 570 nm med 0,03 sekunders røring ved hjelp av programvaren 
Gen5.  
. 
 I alle figurer er dataene korrigert med blanke brønner og normalisert i forhold til 
ubehandlede celler. Programvaren SigmaPlot 12.5 ble videre benyttet til å fremstille 
grafene.  
 
Sigmaplot 12.5 er en data program brukt som statistisk verktøy for å få grafer som viser 
celleviabilitet som funksjon av tid eller konsentrasjon, samt standardavvik mellom verdiene 
[57, 58]. Dette programmet ble brukt til alle figurer (grafer) i denne studien. 
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2.7 Enzymatiske målinger av β-N-acetyl-D-glucosaminidase  
Prinsipp 
β-N-acetyl-D-glucosaminidase (β-AGA), også kalt heksaminodase er en lysosomal enzym, 
som vi ønsker å måle kvantitativt i hele cellene. Metoden baserer seg på dannelsen av p-
nitrofenol fra substratet p-nitrofenyl-N-acetyl-b-D-glukosaminid (Sigma-Adrich, USA) som 
kan bli registrert spektrofotometrisk ved 410 nm[59].  Ved å måle β-AGA aktiviteten finner vi 
ut hvor mye skade fotosensitiseren påfører lysosomale enzymer etter aktivering med lys, 
beskrevet i 1.9, og derved indikere hvor fotosensitiseren lokaliserer seg i lysosomene. 
Lokaliseringen av fotosensitisere avhenger av dets kjemiske egenskaper. For å optimalisere 
forsøksbetingelsene ble det gjort flere forsøk med hvor flere parametere ble testet ut. 
 
Spektrofotometer-instrumentet måler absorpsjon av elektromagnetisk stråling (her UV-vis) 
med en bestemt bølgelengde (monokromartisk), når strålingen går gjennom en stoffprøve 
[60]. Hensikten er å finne konsentrasjonen av en substans i en prøve. Kvantitativ måling av β-
AGA ble utførte innen et begrenset bølgelengdeområde på 400 nm til 410 nm som tidligere 
beskrevet [59]. Absorpsjonen ble bestemt som funksjon av hvor raskt absorpsjonen øker ved 
400-410 nm, der absorbansen gav indikasjon på β-AGA aktivitet da absorbansen fra p-
nitrofenol er proporsjonal med konsentrasjonen i prøven (Lambert-Beers lov) [61]. 
Prøveløsningen ble holdt i en bestemt lysvei i en transparent plastkyvette som slipper 
gjennom synlig lys. Plastkyvetter brukes ved avlesninger fra 380 til 780 nm  og egner seg 
ikke til avlesninger i UV-området på grunn av dårlig peneterasjon av lyset og da brukes det 
kvartskyvetter [61]. Plastkyvetten brukt her har 1 cm lysvei.  
 
Lambert-Beers lov er basis for kvantitative målinger [62]. Den sier at absorbansen er 
proporsjonal med konsentrasjonen av et stoff som kan absorbere elektromagnetisk stråling.  
Fomelen for Beers lov er som følgende: A = log P0/P = ε · b · C, hvor A er absorbansen, P0 er 
intensiteten av parallell monokromatisk stråling som treffer kyvetten, P er intensiteten av 
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strålingen som passerer gjennom kyvetten, ε er den kjemiske fobindelsens molar absorptivitet, 
b er lengden på lysvei gjennom kyvetten og C er den molare konsentrasjonen av forbindelsen. 
Lambert-Beers lov kan brukes til å bestemme konsentrasjonen i prøveløsningen ved å først 
måle absorbansen av løsninger med kjente konsentrasjoner for å bestemme ε · b, for så å 
deretter måle absorbansen av prøveløsningen [63].  
 
Spektrofotometeret som ble brukt var dobbeltstrålespektrofotomerter (UV-2550, UV-VIS-
Spektrophotometer, Shimadzu, Japan) (Figur 16) og består av lyskilde, prisme, 
monokromatisk spalte, monokromatisk speil,  holder for prøveløsningen og detektor for 
strålingen. Intensiteten av stråling som slipper gjennom prøveløsningen, avhenger av stoffets 
absorbansegenskaper og av mengden av absorberende stoff [60]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 16: Skjematisk oppbygning av et dobbeltstrålespektrofotometer. Lyskilden sender 
ut hele lysspekteret med mange bølgelengder (polykromatisk) på prismen som bryter lyset 
ulikt avhengig av bølgelengdene. Dette for å dekke hele det ønskede bølgeområdet, både 
synlig lys og UV lys fra to forskjellige lamper. En snevert bølgelengdeområde går gjennom en 
spalte til en strålespalte som sender bølgelengde med samme irradians gjennom kyvetten som 
inneholder prøveløsningen og kyvetten som inneholder referanseløsningen. Lyset som ikke 
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har blitt absorbert av prøven går videre til detektorer som omdanner lysenergien til elektrisk 
energi før den blir forsterket og sendt til en avleserenhet [64]. 
 
Prosedyre for β-AGA måling  
 Det ble sådd ut 600.000 celler per skål i 3001 skåler (BD Falcon, USA) etter 
prinsippet beskrevet i 2.3.3. Celleskålene ble satt til seks timers inkubasjon i inkubator 
med 37 
o
C, 5 % CO2 og god luftfuktighet før de ble behandlet med 1µg/ml AlPcS2a i 
18 timer, som beskrevet i 2.4.  
. 
 Dagen etter ble cellene vasket to ganger med 1 mL PBS med Ca2+ og Mg2+ og 
vekstmedie med FBS og P/S ble tilsatt cellene. Celleskålene ble satt til fire timers 
inkubasjon. 
. 
 Kontroll skålene ble oppbevart mørkt, mens PDT skålene ble gitt ønsket lysdose med 
lyskilde bestående av en rekke LEDer. Celleskålene ble deretter satt til 30 minutters 
inkubasjon. 
. 
 Cellebrønnene ble vasket to ganger med PBS uten Ca2+ og Mg2+ før de ble ekstrahert 
med 400 uL 0,1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) fortynnet i acetatbuffer-
løsning . Triton X-100 sprekker cellemembranen og andre membraner i cellen, slik 
som lysosom membraner. Da blir lysosom-enzymene tilgjengelig for måling. 
. 
 Alt cellemateriale ble skrapet av bunnen på skålene med celleskrape (TPP®, Sveits) 
og overført til Eppendorfrør. Dette for å sikre at alt cellulært materiale løsner fra 
skålen. Under skrapingen ble det dannet celleaggregater. Celleløsningene ble derfor 
pipetteret forsiktig opp og ned til homogent melkehvit løsning. Eppendorfrørene ble 
fryst over natt ved –20 oC.  
. 
 Neste dag ble Eppendorfrørene med celler tinnet opp og 200 µL av cellesuspensjonen 
ble tilsatt 400 µL P-nitrofenyl-β-N-acetylglucosamine (PNAG) (Sigma-Aldrich, USA) 
løsning . Noen prøver ble tilsatt 600 µL 0,5 M Na2CO3 før PNAG for å stoppe 
reaksjonen umiddelbart. Disse prøvene ble benyttet for å etablere absorpsjonen fra 
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prøver hvor all enzymale aktivitet er stoppet (tid = 0). 
. 
 Celleekstrakt rørene med substratet PNAG ble godt blandet og ble satt til seks timers 
inkubering i vannbadet. Substratet PNAG trenger ingen bindingstid, men enzymene 
trenger tid for å omdanne substratet til et målbart produkt.  
. 
 Reaksjonen ble stoppet ved å øke pH-en i cellesuspensjonen med 600 µL 0,5 M 
Na2CO3 løsning. 
. 
 Eppendorfrørene ble sentrifugert i 10 minutter med 1400 rpm, i sentrifuge (Allegra™ 
2IR Centrifuge, Beckman Coulter™,) med g-kraft på 210 x G, for å sikre mest mulig 
ren supernatanten til analysen. Det ble benyttet transparente engangskyvetter med 
lysvei på 1 cm og volum på 1,5 mL og supernatanten ble analysert i UV-VIS 
spektrofotometeret ved 410 nm ved hjelp av programvaren UVProbe 2.33 - 
[Photometric].  
. 
 I alle figurer er dataene korrigert med blanke prøver og normalisert i forhold til 
ubehandlede celler. Programvaren SigmaPlot 12.5 ble videre benyttet til å fremstille 
grafene.  
 
For nærmere informasjon om løsninger som ble benyttet for å måle β-AGA aktivitet, se 
vedlegg I.  
 
2.8 Fluorescensmikroskopi  
Prinsipp 
Den intracellulære lokaliseringen og akkumuleringen av AlPcS2a og C11-PEG gull 
nanopartikler er visualisert ved å utnytte fluorescensen av aluminimum ftalocyanin i AlPcS2a 
og sink ftalocyanin, C11Pc fotosensitiseren på gull nanopartiklene. Apsorpsjonsspekteret for 
C11Pc-PEG gull nanopartikler og AlPcS2a er vist i figur 17. Fluorescensen av fotosensitiserne 
ble selektiv detektert ved hjelp av fluorescensmikroskopi (Figur 18). Stoffer som kan 
2 MATERIALE OG METODE 
 
37 
 
fluorescere absorberer lys av visse bølgelengder og blir eksitert. Vanligvis mister den 
eksiterte tilstanden litt energi når den faller ned til den eksisterte grunntilstanden. Derfra kan 
stoffet avgi fluorescens. Tap av energi gjør at det lyset som emmiteres har lavere energi enn 
det som ble absorbert, altså høyere bølgelengde. Autofluorescens er i denne sammenhengen 
cellenes egen fluorescens fra fluorokrommer som finnes i cellene. Det må skilles fra 
fluorokrommer som tilføres cellene som gir så mye sterkere fluorescens at autofluorescens 
drukner i fluorescensen fra den tilsatte fluorokromene.  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 17: Absorpsjonsspekter av C11Pc-PEG gull nanopartikler i serum-fritt RPMI-
1640 vekstmedie og av AlPcS2a i PBS [56, 65]. Fotosensitiserene med sink- og aluminmum 
ftalocyanine har gitt to hoved topper, en ved ca. 300-400 nm og et annet ved ca. 600-700 nm. 
Det er den sist nevnte som er høyest og smalest og forteller at fotosensitiseren absorberer 
mest lys ved denne bølgelengden. Eksitasjon av stoffet ved bølgelengden 600-700 nm er 
derfor hensiktsmessig, også fordi lyspeneterasjon i vev ved 300-400 nm er meget kort. Dette 
stoffet har emisjon som er over 700 nm. 
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Figur 18: Fluorescensmikroskop. Apparatet består av lyskilde, eksitasjonsfilter, dikromatisk 
speil og emisjonsfilter. Eksitasjonsfilteret er den første filtreringsbarrieren lyset fra 
kvikksølvlampen (Hg) treffer. Her slippes gjennom kun eksitasjonslys med ønsket bølgelengde 
videre til det dikromatiske speilet. Dikromatisk speilet splitter lyset før den treffer cellene som 
absorberer dette lyset og fluorescerer den tilbake. Det reflekterte lyset er samme bølgelengde 
som innkommet lys, men spredt tilbake. Lyset blir filtrert av emisjonsfilteret og deretter 
synliggjøres i synsfeltet. 
 
Prosedyre for fluorescens mikroskopi i 4-brønnersbrett  
 Det ble sådd ut 30.000 celler per brønn i 4-brønnersbrett (Nunclon, Danmark) med 
dekkglass i bunnen. 4-brønnersbrett har en størrelse på 0,45cm
2
 per brønn, derfor ble 
en volum på 500 µL cellesuspensjon tilsatt. Det minste volumet som kan tilsettes her 
er 200 µL, slik at hele bunnen skal være dekket med løsning. Cellene ble satt til 18 
timers inkubasjon i inkubator med 37 
o
C og 5 % CO2. 
. 
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 Dagen etter ble enkelte brønner behandlet med 1 µg/ml AlPcS2a eller 1 µM C11Pc-
PEG gull nanopartikler, mens de resterende brønnene ble tilsatt kun 500 µL 
vekstmedie.  Cellene ble satt til tre timers eller 18 timers inkubasjon i inkubator med 
37 
o
C og 5 % CO2. 
. 
 Etter behandlingsperioden ble alle cellene vasket tre ganger med PBS med Ca2+ og 
Mg
2+
, chaset med vekstmedie i to timer og videre med vekstmedie tilsatt 0,1 % Lyso 
TrackerGreen® (invitrogen, USA) i to timer til. Lyso TrackerGreen® lokaliserer i 
endosomer og lysosomer med lav pH. 
. 
 Dekkglasset ble vippet opp med en pinsett og ble vasket med 500 µL kladt PBS med 
Ca
2+
 og Mg
2+
. Dekkglasset ble forsiktig tørket og ble plassert på objektglass med 
cellene vendt ned. En dråpe mikroskop olje ble tilsatt dekkglasset før mikroskopering 
da det ble brukt 63 x olje immersjons objektiv. 
. 
 Det ble benyttet et Zeiss Axioplan 1 epifluorescens- og fasekontrastmikroskop (Zeiss, 
Obercochen, Tyskland) med en HBO/100 W kvikksølvlampe og en Quantix cooled 
CCD kamera. Det ble brukt båndpass eksitasjonsfilter på 590 – 650 nm, dikromatisk 
speil på 655 nm og long pass emisjonsfilter på 660 nm for AlPcS2a og C11Pc-PEG 
gull nanopartikler, mens for Lyso TrackerGreen® ble det benyttet av båndpass 
eksitasjonsfilter på 495 nm og longpass emisjonfilter på 519 nm. 
. 
 Alle bildene ble behandlet med programvaren Axio-Vision Analysis software. 
 
Prosedyre for fluorescens mikroskopi i 16-brønners Chamber Slide
TM
 brett 
 Det ble sådd ut 30.000 celler per brønn på Chamber SlideTM 16-brønners brett 
(Nunclon, Danmark). Disse brønnene har samme størrelse som 96-brønners brett, 
0.33cm
2
.  Cellene ble satt til 18 timers inkubasjon i inkubator med 37 
o
C og 5 % CO2.  
. 
 Dagen etter ble enkelte brønner behandlet med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler 
og andre med 1 µg/mL AlPCS2a, mens de resterende brønnene ble det kun skiftet 
vekstmedie på. Cellene ble satt til tre timers eller 18 timers inkubasjon i inkubator 
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med 37 
o
C og 5 % CO2.  
. 
 Brønnene ble vasket og chaset slik som for 4-brønnersbrett, beskrevet i forrige 
prosedyre. . 
. 
 Alle brønner ble vasket med PBS med Ca2+ og Mg2+ før brønnveggene ble knekt av 
objektglasset og gjenværende silikon rester ble fjernet forsiktig med pinsett. Det ble 
dryppet en dråpe PBS med Ca
2+
 og Mg
2+
 direkte på cellene i objektglasset, for å unngå 
at de tørker ut, og et dekkglass ble plassert over cellene. Overflødig væske ble tørket 
forsiktig av og en dråpe olje ble tilsatt dekkglasset før mikroskopering.
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3 Resultater 
De første forsøkene ble utført på 4T1 celler. Etter viabilitetsforsøk med C11Pc-PEG gull 
nanopartikler med disse cellene som indikerte høy cytotoksisitet ble det bestemt å bruke 
HT29 celler som kunne være mer egnet for nanopartikler enn 4T1 celler. HT29 celler er 
dessuten brukt av Russell gruppen ved bruk av disse gull nanopartiklene [20, 66].  
 
3.1 3.1 PDT og PCI med TPCS2a og AlPcS2a  
3.1.1 3.1.1 PDT og PCI med TPCS2a i 4T1 celler  
Det ble utført PDT og PCI med TPCS2a på 4T1 celler og dets viabilitetskurver er vist i figur 
19. Dette for å etablere PDT og PCI teknikkene i 4T1 celler. Behandlingen ble utført likt i alle 
forsøkene ved at cellene ble behandlet med 0,4 µg/mL TPCS2a i 18 timer og hadde en chase-
periode med rGelonin (PCI-forsøk) eller kun vekstmedie (PDT-forsøk) på fire timer før 
belysning. Resultatene viser at PCI gir økende effekt med økende rGelonin konsentrasjoner 
sammenlignet med rGelonin alene (Figur 19A). Økende lysdoser gir også økt PCI-effekt 
(Figur 19B).  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 19: Viabilitet etter TPCS2a-PDT og -PCI behandling: Relativ viabilitet med A økende 
rGelonin konsentrasjoner som indikert på figuren, 0.4 µg/mL TPCS2a og 60 sekunder lys og B 
økende lysdoser som indikert på figuren, 0.4 µg/mL TPCS2a og 10 nM rGelonin av 4T1 celler 
er målt 48 timer etter behandling med MTT-assay. Resultatene er middelverdier basert på tre 
paralleller, og er et representativt resultat av tre forsøk. Standardavvik er tegnet inn.   
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3.1.2 PDT med AlPcS2a på 4T1 celler  
Resultatene etter PDT-behandling av 4T1 celler med 1µg/mL og 5µg/mL AlPcS2a er vist i 
figur 20. Dette ble gjort for å etablere PDT teknikken med ftalocyaniner. 4T1 celler ble 
behandlet med AlPcS2a i 18 timer og hadde en chase-periode på fire timer før belysning. Det 
ble oppnådd 50 % drap med 5µg/mL AlPcS2a ved en lysdose på 60 sekunder og med 1µg/mL 
AlPcS2a ved en lydose på ≥ 2 minutter i forhold til ubehandlede celler.  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 20: Viabilitet etter AlPcS2a-PDT med økende lysdoser på 4T1 celler: Relativ 
viabilitet målt med MTT-assay er plottet som funksjon av lysdoser i A sekunder og B minutter. 
Det er brukt 1µg/mL og 5µg/mL AlPcS2a. Resultatene er middelverdier basert på tre 
paralleller, og figuren viser to representative resultater av flere forsøk. Standardavvik er 
tegnet inn.   
 
 
3.2 Måling av β-N-Acetyl Glucosaminidase 
For å etablere analyse metoden for β-N-Acetyl Glucosaminidase ble det først benyttet 
ubehandlede 4T1 celler. Hensikten med disse forsøkene var å se om man var i stand til å 
detektere den enzymatiske aktiviteten i celleekstraktene og hvilke betingelser som gav 
optimale resultater med hensyn på spektral deteksjon av produktet fra den enzymatiske 
aktiviteten og høyest mulig enzym aktivitet. Se vedlegg II for etablering av analysemetoden, 
med flere forsøk med vareriende parametere slik som celletetthet, 0,1 % Triton-X løsninger, 
mengde cellesubstrat og inkubertingstid med cellesubstratet.   
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3.2.1 β-AGA aktivitet i 4T1 celler etter behandling med AlPcS2a-PDT 
Som en kontroll på at de fotokjemiske reaksjonene etter PDT skjer i endocytiske vesikler kan 
man måle om behandlingene påvirker aktiviteten av det lysosomale enzymet β-AGA. 
Resultatene av β-AGA målinger fra 2 separate forsøk etter PDT med 1 µg/mL AlPcS2a er vist 
i figur 21. Aktiviteten av det lysosomale enzymet ble målt med spektrofotometer. Resultatene 
viser at PDT med 1µg/mL AlPcS2a har gitt reduksjon i β-AGA aktivitet etter økende lysdoser. 
Forsøkene er avviker ved et tidspunkt og er overlappende ved de andre lysdosene. ,  ikke 
hverandre signifikant til å stole helt på dette resultatet, dette fordi usikkerheten blir ganske 
høy om hvilke som er den sanne kurven om inaktivering av β-AGA aktivitet.  
 
 
 
  
 
 
 
Figur 21: Fotodynamisk inaktivering av lysosomale enzymet β-AGA i 4T1 celler: Grafen 
viser absorbansen (relativ β-AGA aktivitet) av to separate forsøk plottet sammen som 
funksjon av 1µg/mL AlPcS2a-PDT lysdose. Begge parallellene viser minkende absorbans som 
indikerer β-AGA aktivitet med økende lysdoser, men kurvene er avvikende ved bestemte 
lysdoser som indikert på figuren i forhold til hverandre.  
 
 
3.3 Gull nanopartikler, C11Pc-PEG-AuNP, på 4T1 celler 
Den cytotoksiske effekten av 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler ble sjekket i fravær av lys. I 
følge Obaid et al. skal 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler med tre timers inkuberingstid ikke 
gi mørketoksisitet[20]. Siden hensikten med denne oppgaven er å utføre PCI med disse 
C11Pc-PEG gull nanopartiklene ble det valgt inkubasjonstid på 18 timer i 4T1 celler. Dette er 
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mer optimalt med tanke på en PCI-effekt.  Behandlingen ga total cytotoksisitet, der alle 
cellene var rundet opp og hadde mistet festet til underlaget. Det var med denne bakgrunnen 
behov for å etablere de betingelsene som var nødvendig for å unngå cytotoksiske effekter av 
C11Pc-PEG gull nanopartikler i fravær av lys. 
 
3.3.1 Effekt av C11Pc-PEG gull nanopartikler på cellulær viabilitet 
Cellene ble initielt behandlet med nanopartiklene i 18 timer slik det vanligvis gjøres ved PCI 
behandling. Resultatene etter behandling med C11Pc-PEG gull nanopartikler av HT29 celler 
er vist i figur 22. Grafen viser en tilnærmet lineær cytotoksisk effekt i et semi-logaritmisk plot 
uten at det synes å foreligge en konsentrasjon av C11Pc-PEG gull nanopartikler hvor 
partiklene ikke var toksiske. Ved alle konsentrasjonene var alle cellene morfologisk endret 
ved at de var rundet opp og hadde dårlig feste til underlaget. Ved en konsentrasjon på 0.1µM 
ga C11Pc-PEG gull nanopartiklene ca. 50 %  redusert viabilitet i forhold til ubehandlede 
celler og med denne bakgrunnen ble det vurdert å bruke lavere C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel-konsentrasjon eller kortere inkubasjonstid i 4T1 cellene.  
 
 
 
 
   
 
 
Figur 22: Viabilitet ved økende C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon i 4T1 
celler: Relativ viabliteten av 4T1 celler (5000 celler per brønn i 96-brønners brett) behandlet 
med forskjellige konsentrasjoner av C11Pc-PEG gull nanopartikler (0,03µM – 1µM) i 18 
timer og plottet som funksjon av C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon og er målt 
med MTT-assayet. Resultatet er middelverdier basert på to paralleller og dets standardavvik 
er tegnet inn.  
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Effekt av inkubasjonstid og C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon på cellulær 
viabilitet 
For å undersøke om den cytotoksiske effekten av C11Pc-PEG gull nanopartikler var 
forårsaket av den lange inkubasjonstiden i forhold til Obaid`s studie, ble det undersøkt om 
kortere inkubasjonstid med lave konsentrasjoner av C11Pc-PEG gull nanopartiklene kunne 
redusere cytotoksisiteten [20]. Resultatene av viabiliteten til 4T1 celler behandlet med 
forskjellige C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon og inkubert til ulike tider før MTT-
assay er vist i figur 23. Etter tre timers inkubering med C11Pc-PEG gull nanopartikler ble 4T1 
cellene visuelt undersøkt. 4T1 cellene så morfologisk fine ved alle C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel-konsentrasjoner ved at de var flatet ut på underlaget og ingen tegn til toksisitet 
ble sett. Etter seks timer med 0.1µM og 0.3µM C11Pc-PEG gull nanopartikler hadde cellene 
rundet seg opp og viste tegn til toksisitet. Ettersom cellene viste tydelig tegn til toksisitet etter 
seks timer med C11Pc-PEG gull nanopartikler ble brønner som skulle stå åtte timer også 
stoppet kort tid etter. Forskjell fra 18 timer inkubering var at cellene var fortsatt festet til 
overflaten på brønnene og forsvant ikke etter fjerning av vekstmedie, slik som det gjorde 
tidligere med 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler. Figurene viser at lav (0,03µM) C11Pc-
PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon kombinert med kort (3 timer) inkuberingstid kan gi 
optimale forsøksbetingelser for å oppnå en PDT effekt.  
 
 
 
 
 
 
Figur 23: Viabilitet ved økende C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon og økende 
inkuberingstid i 4T1 celler: Grafen viser relativ viabilitet som funksjon av A økende 
inkuberingstid, B økende C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon. Resultatet er målt 
med MTT-assay og er middelverdier basert på to paralleller. Standardavvik er tegnet inn, der 
stolpene ikke synes indikerer at de er mindre enn symbolene.  
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3.3.2 Cytotoksiske effekten av C11Pc-PEG gull nanopartikler i nærvær av 
lys (PDT) på 4T1 celler 
 
PDT med 0.03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i 18 timer før lys 
Forsøkene over indikerer at C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon opp til 0.3 µM var 
moderat toksisk i opptil tre timer, mens 0.03 µM og 0.1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikkel 
induserte lite eller ingen cytotoksisk effekt opp til 18 timer inkubasjon. Videre forsøk ble 
derfor basert på den laveste konsentrasjonen, 0,03µM C11Pc-PEG gull nanopartikler og 
resultatene er vist i figur 24. Dette forsøket er noe mangelfullt da det mangler mørketoksisitet.  
 
PDT med 5 minutter lys ga 65 % drap, mens PDT med 20 minutter lys ga 75 % drap ved 
samme C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon sammenlignet med ubehandlede celler. 
Celleviabilitet på 35 % er ganske lav til å være PDT-verdier med tanke på at oppgavens 
hensikt er å gjøre PCI med disse C11Pc-PEG gull nanopartiklene og derfor ble det forsøkt 
med kortere inkuberingstid med C11Pc-PEG gull nanopartiklene for å redusere drapet.  
 
 
 
 
 
 
Figur 24: PDT med 0,03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i 18 timer: Relativ viabilitet 
av 4T1 celler behandlet med 0,03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i 18 timer, belyst med 
lysdoser indikert i figuren og inkubert i 48 timer før MTT-assay. Resultatene er basert på en 
parallell uten standardavvik verdier og er et resultat av ett forsøk. 
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Kombinasjon av C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjoner og lysdoser for 
optimalisering av behandlingsregimet 
 
4T1 cellene ble inkubert med de laveste C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjonene på 
0,03µM og 0,1µM i forskjellige tider i kombinasjon med forskjellige lysdoser for å 
optimalisere behandlingsregimet. Resultatene er vist i figur 25. Det er ingen indikasjon for at 
lyset har hatt noen betydning her vet at lysdose på 20 minutter etter tre timer inkubasjon med 
begge konsentrasjonene ga ca. 25 % drap, ga effekten av PDT etter seks timer inkubasjon ca. 
70 % overlevelse og PDT etter 18 timer inkubasjon ga ca. 50 % celledød, sammenlignet med 
ubehandlede celler.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 25: PDT med 0.1 µM og 0.03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler med forskjellige 
inkuberingstider: Relativ viabilitet av 4T1 celler behandlet med 0,1 µM og 0,03 µM C11Pc-
PEG gull nanopartikler i A tre timer, B seks timer og C 18 timer, belyst med 5 minutters 
interval til totalt 20 minutter er målt med MTT-assay og er plottet som funksjon av lysdose. 
Resultatene er basert på en parallell uten standardavvik verdier og er et resultat av ett forsøk. 
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Resultatene fra PDT-behandling av C11Pc-PEG gull nanopartikler med økende lysdoser vist i 
figur 24 er sammenlignet med PDT-effektene vist i figur 25. Dette er illustrert i figur 26. Med 
unnak av forsøk fra figur 24 er det liten eller ingen korrelasjon mellom lysdose og redusert 
viabilitet. Resultatene indikerer en manglende overenstemmelse mellom PDT effekt i disse 
forsøkene. Det var derfor behov for ytterligere forsøk for å kunne konkludere.  
 
 
 
 
 
 
Figur 26: Alle kurvene fra figur 25 og figur 26 plottet i samme graf: Resultatet fra figur 25 
avviker veldig med resultatet i figur 26. Alle resultatene er basert på en parallell med ingen 
standardavvik. 
 
PDT med C11Pc-PEG gull nanopartikler  
På bakgrunn av forsøkene som er beskrevet ovenfor ble flere viabilitetsforsøk med PDT av 
0,03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler utført. Resultatet fra PDT forsøk med 0,03 µM 
C11Pc-PEG gull nanopartikler inkubert i 18 timer før lys er vist i figur 27. Resultatet er i 
overenstemmelse med resultatene i figur 25, hvor PDT induserte lite celledrap. PDT med  0,1 
µM C11Pc-PEG gull nanopartikler inkubert i 18 timer ga total celledød. PDT med 0,05 µM 
og 0,07 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler ga samme behandlingseffekt som med 0,03 µM 
C11Pc-PEG gull nanopartikler. Konkluderer med at PDT med 0,03 µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler inkubert i 18 timer ikke er nok til å oppnå en tilfredsstillende effekt og at 0,1 
µM C11Pc-PEG gull nanopartikler inkubert i 18 timer er for toksisk alene.  
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Figur 27: Viabilitet av 4T1 celler behandlet med 0,03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler 
i 18 timer før lys: Relativ viabilitet som funksjon av lysdose, der A er blitt belyst med 1 
minutts intervall og B har fått lys med 5 minutters intervall til totalt 20 minutter. Det er kun 
en meget svak økende cytotoksisitet ved økende lysdoser. Resultatene er middelverdier basert 
på to paralleller og standardavvik er tegnet inn.  
 
PCI med C11Pc-PEG gull nanopartikler 
Tidligere resultater har vist at en PCI-effekt kan oppnås ved lysdoser som ikke reduserer 
cytotoksiske effekter på celler kun behandlet med fotosensitiser. Det kan derfor ikke 
utelukkes at man kan oppnå en PCI effekt med ikke-toksiske doser av C11Pc-PEG gull 
nanopartikler [9]. Resultatene etter PCI-behandling på 4T1 celler med 0,03 µM C11Pc-PEG 
gull nanopartikler er vist i figur 28 og indikerer at det er ingen effekt med PCI under disse 
betingelsene. Siden tidligere forsøk med samme rGelonin konsentrasjon med andre 
fotosensitisere har gitt effekt i disse cellene (Figur 20) kan det utelukkes at konsentrasjonen 
av rGelonin er for lav. Mulig forklaring kan være at 0,03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler 
ikke har gitt effekt, og at cellene er intakte og rGelonin ikke har fått cytosol for å gi en 
cytotoksisk effekt.  
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Figur 28: Viabilitet etter PCI med 0,03µM C11Pc-PEG gull nanopartikler og 10 nM 
rGelonin: Relativ viabilitet av 4T1 celler behandlet med 0,03 µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler i 18 timer, chaset med 10 nM rGelonin i fire timer før belysning og inkubert i 
48 timer er målt med MTT-assay og er plottet som funksjon av lysdose i minutter. Resultatene 
er middelverdier basert på to paralleller og dets standardavvik er tegnet inn.  
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Resultater i denne studien er ikke i overenstemmelse med Obaid et al. hvor en konsentrasjon 
på 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler inkubert i tre timer ikke skulle gi noe 
cytotoksisitet[20]. Det er derfor gjort et forsøk på å bruke 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler 
inkubert i tre timer med 10 nM rGel. Resultatene er vist i figur 29 som indikerer at det er 
ingen PCI effekt fordi 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler var for toksisk i seg selv.  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 29: Viabilitet etter PCI med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler og 10 nM 
rGelonin: Relativ viabilitet av 4T1 celler behandlet med 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler 
i tre timer, chaset med 10 nM rGelonin i fire timer før belysning er plottet som funksjon av 
lysdose i minutter. Rund-rød simbolet i grafen viser mørke-toksisiteten av 1 µM C11Pc-PEG 
gull nanopartikler alene, mens trekant-gul symbolet på PCI kurven med null lysdose viser 
mørke-toksisiteten av celler inkubert med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i tre timer og 
chaset med 10 nM rGelonin i fire timer. Begge behandlingene har gitt viabilitetsverdi under 
10 %. Resultatene er basert på to paralleller. Standardavvik er tegnet inn og der stolpene ikke 
synes indikerer at de er mindre enn symbolene.  
  
3.3.3 pH justering av C11Pc-PEG gull nanopartikler i MES buffer 
En av hypotesene for hvorfor C11Pc-PEG gull nanopartiklene viste betydelig toksisitet ble 
antatt til å skyldes pH i løsningen. C11Pc-PEG gull nanopartiklene med konsentrasjon på 5,7 
µM var i en løsning med 50 mM MES buffer og 0,05 % Tween 20 med en angitt pH-verdi på 
5.5. MES bufferen har en pKa verdi på 6.15 ved 20 
o
C[67]. På grunn av den lave 
utgangskonsentrasjonen ble et betydelig volum av C11Pc-PEG gull nanopartikkel-løsning 
tilsatt vekstmedie. For eksempel ble en brønn med 4T1 celler som skulle ha behandling med 1 
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µM C11Pc-PEG gull nanopartikler tilsatt 100 µL vekstmedie hvor 17,5 % av løsningen var 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel-løsning. Dette ga fargeforandring av vekstmedie fra rosa til 
blå. Fargeforandringer i vekstmedie ses vanligvis ved lavere pH og kan ikke brukes er her på 
grunn av at fargeforandringen skyldes fotosensitiseren og ikke pH (Figur 30). C11Pc-PEG 
gull nanopartikkel-løsningens lave pH-verdi ble antatt til å påvirke pH i det vekstmediet som 
gitt til cellene, da RPMI-1640 mediet også skiftet farge etter til tilsettning av C11Pc-PEG gull 
nanopartiklene (Figur 30).  
 
 RPMI-1640 mediet tilsatt FBS og P/S ble målt til å ha en pH på 8,19. Dette vekstmediet ble 
tilsatt 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler og pH ble målt til å være 7,03. Denne pH 
forandringen indikerer feil ved pH apparatet og/eller måling, da serum kan tette porene på 
måle-filteret og gi falske resultater, eller at pH apparatet ikke var riktig kalibrert. Vekstmedie 
både uten- og med C11Pc-PEG gull nanopartikler ble inkubert på inkubatorer med 5 % CO2 i 
to timer. Dette ble gjort på for å se om pH på løsningene kunne forandre seg med 
preinkubering i inkubator før behandling av cellene. pH målinger viste ingen stor endring for 
vekstmedie uten C11Pc-PEG gull nanopartikler ved at pH-verdien etter inkubering var 8,32 
og et betdelig pH stigning for vekstmedie med C11Pc-PEG gull nanopartiklene fra 7,03 til 
7,88. Differansen mellom disse er på 0,85 som er signifikant til å utgjøre en forskjell i 
behandlingen. For hver pH måling ble pH apparatet kalibrert. 
 
Celle supernatant stått i inkubator med 5 % CO2 i 24 timer hadde en pH på 7,46, mens 
vekstmedie uten celler under samme betingelser hadde pH på 7,65. Den mindre pH 
differansen kan skyldes laktat produsert av cellene.  
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Figur 30: Farge endring av vekstmedie under ulike betingelser: Vekstmediet RPMI-1640 
tilsatt FBS og P/S inneholder fenol rød som kan endre farge ved ulike forhold og her vises 
vekstmediet som A celle supernatanten, B ubehandlet og C tilsatt 1 µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler. 
 
MES buffer kan opprettholde en stabil pH i løsninger ved pH område 5.5 til 7.0[68]. 
Vekstmedie med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler blir titrert med 100 mM NaOH til en 
pH-verdi på 7, vist i figur 31, som er  nær fysiologisk pH og dermed mer egnet til biologisk 
materiale.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 31: Mengde NaOH (µL) tilsatt til 1 mL vekstmedie med 1 µM 
C11Pc-PEG gull nanopartikler fra sur til fysiologisk pH: Tabellen viser 
mengde NaOH og pH-verdien under titreringen og grafen viser lineær 
kurve der pH øker med økende NaOH mengde. pH-måler apparatet var 
kalibrert.  
 
 
NaOH 
mengde 
pH 
5 µL 5,48 
10 µL 5,71 
15 µL 5,85 
20 µL 6,00 
25 µL 6,14 
30 µL 6,31 
35 µL 6,45 
40 µL 6,66 
45 µL 6,89 
50 µL 7,20 
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Totalt volum på 50 µL av 100mM NaOH tilsvarer 5 % av løsning som er relativ mye med 
tanke på H2O innholdet når det skal gis til celler. For mye H2O i løsningen kan gi en hypoton 
løsning og dermed sprekker cellene av dette. Løsningen må være isosmotisk for å kunne være 
egnet til biologisk materiale. Isosmotisk løsning er en løsning som har samme osmotisk trykk 
som omgivelsene den tilsettes i. For å få riktig isosmolar løsning med mindre tilsatt H2O 
mengde ble 150 mM NaOH brukt. Ettersom NaOH denaturerer proteiner kan den ikke 
tilsettes direkte til vekstmediet. En mengde på 180 µL av 5.7µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler (stock løsningen) ble tilsatt til 33,3µL av 150mM NaOH, som tilsvarer 50µL av 
100mM NaOH, med konsentrasjon på 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler under røring for å 
unngå eventuelle utfellinger. Vekstmedie på 180 µL ble tilsatt før løsningen ble gitt til cellene 
og inkubert til forskjellige tider (tre timer, seks timer og 18 timer).  
 
Cellene ble parallelt visuelt undersøkt i et lysmikroskop. Brønnene med ubehandlet celler 
vokste godt, der cellene var utstrakte og fine. Behandlede celler var rundet opp etter tre timers 
og disse så ikke ut til å overleve behandlingen tiltross for pH justeringen. Cellene som ble 
inkubert i 18 timer med pH-justert medium tålte ikke denne behandlingen og nesten alle var 
døde etter behandlingen. Disse resultatene indikerer at effekten av C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel-løsning på pH i mediet ikke er årsak til den cytotoksiske effekt som ble 
observert av C11Pc-PEG gull nanopartikker i fravær av lys.  
 
 
3.4 Gull nanopartikler, C11Pc-PEG-AuNP, med HT29 
celler 
På grunn av at det ikke var mulig å finne en behandling med C11Pc-PEG gull nanopartiklene 
som ikke var cytotoksisk, men responderte på lysbehandling ble cellelinjen byttet fra 4T1 
celler til HT29 celler. HT29 celler har blitt brukt tidligere i studier med flere ulike typer 
nanopartikler og disse er også brukt av Prof. David Russell, Universitetet i Norwich, UK, i en 
studie med de samme C11Pc-PEG gull nanopartikkene som er benyttet i denne studien [20, 
66, 69, 70]. 
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3.4.1 Effekt av C11Pc-PEG gull nanopartikler på cellulær viabilitet i HT29 
celler 
. 
Det ble utført samme viabilitetsundersøkelser med C11Pc-PEG gull nanopartikler på denne 
celle-linjen som tidligere på 4T1 celler (se 3.3.1). Resultatene viser at den cytotoksiske 
effekten av C11Pc-PEG gull nanopartikler i fravær av lysbehandling i HT29 celler korrelerer 
godt med cytotoksiske effekten av C11Pc-PEG gull nanopartikler i 4T1 celler (Figur 32).  
  
 
 
 
 
 
 
Figur 32: Viabilitet ved økende C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon i HT29 
celler: HT29 celler (5000 celler per i brønn på 96-brønners brett) ble sådd ut og inkubert 
med forskjellige konsentrasjoner av C11Pc-PEG gull nanopartikler (0,03µM – 1µM) i 18 
timer før MTT viabilitetsmåling. Grafen viser viabilitet som funksjon av økende C11Pc-PEG 
gull nanopartikkel-konsentrasjon i mørket. Resultatet er middelverdier basert på to 
paralleller og dets standardavvik er tegnet inn.  
 
3.4.2 Cytotoksisk effekt av C11Pc-PEG gull nanopartikler i nærvær av lys 
(PDT) i HT29 celler  
 
PDT med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i tre timer før lys 
Hensikten med dette forsøket var å kopiere arbeidet til gruppen til Prof. Russell som er blitt 
utført med samme materiale uten noe tegn til cytotoksisitet i den samme cellelinjen[20]. 
Resultatene fra PDT-behandlingen med C11Pc-PEG gull nanopartikler i HT29 celler er vist i 
figur 33. MTT assayet viser at alle cellene var døde og resultatene indikerer at behandling 
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med C11Pc-PEG gull nanopartikler alene var svært cytotoksisk. Det var derfor ikke mulig å 
detektere noen effekt med PDT.  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 33: Viabilitet av HT29 celler behandlet med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i 
tre timer før lys: Relativ viabilitet av HT29 celler behandlet med 1 µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler(Gull NP) i tre timer, belyst med 5 minutters intervall og inkubert i 48 timer før 
MTT-assay er plottet som funksjon av lysdose i minutter. Resultatene er middelverdier basert 
på to paralleller og standardavvik er tegnet inn.  
 
Kombinasjon av C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjoner og lysdoser for 
optimalisering av behandlingsregimet i HT29 celler  
. 
Da C11Pc-PEG gull nanopartikler viste seg å være cytotoksiske i HT29 cellene etter tre 
timers inkubasjon med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler ble det forsøkt å bruke lavere 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjoner kombinert med ulike lysdoser. Resultatene er 
vist i figur 34. Celler behandlet med 0,1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler sammenliknet 
med ubehandlede celler viste lite eller ubetydelig fotocytotoksisitet ved alle lysdoser opptil 20 
minutter, mens celler behandlet med 0,3 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler sammenliknet 
med ubehandlede celler ga cytotoksisitet på ca. 40 % ved en lysdose på 1 minutt og ca. 50 % 
overlevelse ved en lysdose på 5 minutter. Disse dataene bekrefter resultatene gitt med samme 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel konsentrasjoner uten lys. Dette indikerer at lysdoser gitt her 
har hatt lite eller ubetydelig effekt på behandlingen. Høyere lysdoser enn 20 minutter er ikke 
praktisk relevante.  
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Figur 34: PDT med 0,1 µM og 0,03 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler med ulike 
lysdoser: Celleviabilitet av HT29 celler behandlet med 0,1 µM og 0,03 µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler i tre timer, belyst med A 1 minutt intervall og B 5 minutters intervall og 
inkubert i 48 timer er målt med MTT-assay og er plottet som funksjon av lysdose i minutter. 
Resultatene er middelverdier basert på to paralleller og standardavvik er tegnet inn.  
 
PDT og PCI med C11Pc-PEG gull nanopartikler  
HT29 cellene fikk tilsvarende behandling med C11Pc-PEG gull nanopartikler som den i figur 
33. Resultatene etter PDT-behandling og PCI-behandling med 1µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler i HT29 celler er vist i figur 35. Celleviabiliteten etter både PDT og PCI var ca. 
ligger rundt 10 % og det var ingen signifikant forskjell mellom viabilitet av celler behandlet 
med PDT og PCI. 
 
 
 
 
 
 
Figur 35: PDT og PCI med 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i tre timer, 10nM 
rGelonin og økende lysdose i HT29 celler: Relativ viabilitet etter PDT og PCI i HT29 celler 
er plottet som funksjon av lysdose og målt med MTT-assay. Resultatene er middelverdier 
basert på to paralleller og standardavvik er tegnet inn.  
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PDT med C11Pc-PEG gull nanopartikler i RPMI-1640 uten serum og uten fenol rød 
.  
Eksperimenter utført av gruppen til Russell med disse C11Pc-PEG gull nanopartiklene ble 
utført i RPMI-1640 medium uten tilsatt serum. Resultatene for HT29 celler behandlet med 1 
µM C11Pc-PEG gull nanopartikler under serum-frie betingelser i tre timer viser ingen 
forskjell i cellulær viabilitet i forhold til ubehandlede celler selv i fravær av lys og svært lav 
(<10 %) viabilitet etter behandling med 0,5 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler (Figur 36A). 
PDT med C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjoner opptil 0,3 µM kombinert med 
lysdoser opptil 20 minutter har tidligere vist signifikant cytotoksisitet, men ingen 
fotocytotoksisitet (Figur 34). Den cytotoksiske effekten her kan derfor skyldes fravær av 
serum under behandlingen med C11Pc-PEG gull nanopartikler.  
 
Det er vist av Zhu og Huang at fenol rød som er en pH indikator for RPMI-1640 mediet kan 
gi toksisitet [71]. De har brukt HeLa celler behandlet med karbon nanopartikler. Her blir det 
også undersøkt om fenol rød har noen innvirkning på HT29 celler behandlet med C11Pc-PEG 
gull nanopartikler i RPMI-1640 uten serum(Figur 36B). Resultatene viser at PDT effekten av 
HT29 celler behandlet med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i RPMI-1640 medium med 
fenol rød og uten tilsatt serum sammenliknet med HT29 celler behandlet med 1 µM C11Pc-
PEG gull nanopartikler i RPMI-1640 medium uten fenol rød og uten tilsatt serum i forhold til 
ubehandlede celler er ikke signifikant stor. Gruppen til Prof. Russell brukte RPMI-1640 
medium med fenol rød og uten tilsatt serum til behandling av HT29 celler med opptil 1.5 µM 
C11Pc-PEG gull nanopartikler og fikk minimal fototoksisitet etter PDT. 
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 Figur 36: Viabilitet etter C11Pc-PEG gull nanopartikkel-PDT i HT29 celler: Relativ 
viabilitet av HT29 celler behandlet med A 0,5 µM og 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i 
RPMI-1640 medium med fenol rød uten tilsatt serum i tre timer og økende lysdoser som 
indikert på figuren og B 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i RPMI-1640 medium uten 
fenol rød og uten tilsatt serum i tre timer og 6 minutter lys er målt med MTT-assay og er 
plottet som funksjon av lysdose i minutter. Resultatene er middelverdier basert på to 
paralleller og standardavvik er tegnet inn. 
 
PDT med C11Pc-PEG gull nanopartikler i høyt celleantall  
Flere parametere ble undersøkt for å optimalisere forsøksbetingelser for å oppnå en minimal 
mørke-cytotoksisitet. Hensikten med disse forsøkene var å finne behandlingsbetingelser med 
C11Pc-PEG gull nanopartikler som var tilfredsstillende for å kunne utføre PCI forsøk. Det ble 
blant annet utført flere C11Pc-PEG gull nanopartikkel-PDT forsøk der brettene var pakket inn 
i aluminiumsfolie for å hindre unødig lysekponering fra omgivelsene rundt, vekstmedie ble 
fjernet fra cellene ved forsiktig manuell pipettering for ikke å løsne disse fra underlaget og 
celleantallet ble ca. fire doblet. Høy celletetthet ble også benyttet av Prof. Russell til 
behandling av HT29 celler med C11Pc-PEG gull nanopartiklene. Cellene ble parallelt visuelt 
undersøkt med lysmikroskopi for å evaluere morfologiske endringer der cellene for eksempel 
var rundet opp sammenliknet med ubehandlede celler. C11Pc-PEG gull nanopartikkel-PDT 
hvor 24.000 HT29 celler ble sådd ut per brønn (Figur 37) viser ingen cellulær viabilitet etter 
behandling med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler under serum frie betingelser 
sammenliknet med ubehandlede celler selv ved høy celletetthet.  
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Figur 37: Viabilitet etter C11Pc-PEG gull nanopartikkel-PDT i høyt HT29 celleantall: 
Relativ viabilitet av 24.000 HT29 celler per brønn behandlet 1 µM C11Pc-PEG gull 
nanopartikler i RPMI-1640 medie uten serum i 3 timer, belyst i 6 minutter og inkubert i 48 
timer før MTT-assay, er plottet som funksjon av lysdose. Resultatene er middelverdier basert 
på to paralleller og standardavvik er tegnet inn. 
 
PDT med C11Pc-PEG gull nanopartikler med lengre inkuberingstid 
Da C11Pc-PEG gull nanopartikkel-behandlede celler hadde en tendens til å runde seg opp og 
falle av underlaget ble det undersøkt om en celletetthet nær konfluens og lengre 
inkubasjonstid, før og etter behandling med C11Pc-PEG gull nanopartikler, kunne bidra til at 
cellene ikke falt av underlaget og overlevde behandlingen. Resultatene viser primært at HT29 
celler overlevde behandlingen med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler, men ingen PDT 
effekt (Figur 38).  
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Figur 38: Viabilitet etter PDT med 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i celletetthet nær 
konfluens kombinert med økt inkubasjonstid: Relativ viabilitet av 24.000 HT29 celler per 
brønn, inkubert i 48 timer for å feste seg, behandlet med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler 
i RPMI-1640 med serum i 3 timer, belyst i 6 minutter og inkubert i 72 timer før MTT-assay er 
plottet som funksjon av lysdose i minutter. Resultatene er middelverdier basert på to 
paralleller og standardavvik er tegnet inn. 
 
PDT med C11Pc-PEG gull nanopartikler under ulike vekstforhold  
. 
Ettersom celletetthet nær konfluens og lengre inkubasjonstid, før og etter behandling med 
C11Pc-PEG gull nanopartikler ga høy celleviabilitet ble forsøket gjentatt der behandlingen 
involverte både RPMI-1640 medium tilsatt serum og uten serum. Resultatene etter PDT-
behandling av HT29 celler med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler er vist i figur 39. Det er 
signifikant forskjell mellom behandling med serum og uten serum som indikerer og bekrefter 
tideligere teori om at cytotoksisiteten i størst grad kan skyldes fravær av serum.  
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Figur 39: Viabilitet etter PDT med C11Pc-PEG gull nanopartikler i RPMI-1640 uten- og 
med serum kombinert med høy celleantall og lengre inkuberingstid i HT29 celler: 
Relativ visbilitet etter PDT med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i 24.000 HT29 celler 
per brønn (rød kurve) med serum og (grønn kurve) uten serum i 3 timer, inkubert 48 timer før 
behandling og 72 timer før MTT-assay er plottet som funksjon av lysdose. Resultatene er 
middelverdier basert på to paralleller og standardavvik er tegnet inn. 
 
MES buffer-sensitivitet 
MES buffer som beskrevet tidligere har en bufferingseffekt i pH område ved 5.5-6.7 og har 
pKa ved 6.15[72]. Den har dårlig buffer egenskaper ved pH 7.4 og derfor egner seg lite som 
buffer i biologiske systemer slik som celler hvor pH vanligvis holdes ved 7.2-7.4[67].  På 
bakgrunn av resultatene som beskrevet over er det uklart hva som er årsaken til den 
cytotoksiske effekten av C11Pc-PEG gull nanopartiklene. Nanopartikkel-løsningen 
inneholder relativt høy konsentrasjon (50 mM) av MES-bufferen. Det var derfor nødvendig å 
undersøke om denne bufferen kunne forårsake cytotoksiske effekter.  
 
Normal og høyt celleantall HT29 celler ble sådd ut på 96-brønnersbrett (5000 celler per brønn 
og 24.000 celler per brønn). Cellene ble behandlet med 50 mM MES buffer i tre timer på 
samme måte som behandlet tidligere med C11Pc-PEG gull nanopartikler. MES buffer ble 
lagd slik som i C11Pc-PEG gull nanopartikkel-løsningen (beskrevet i 2.2.6). Behandling med 
MES buffer ble kombinert med serum og uten serum tilstede i RPMI-1640 mediet. Viabilitet 
målt med MTT-assay viste at HT29 cellene var mindre sensitive for MES buffer uavhengig av 
celletetthet når serum var til stede, mens HT29 cellene behandlet med MES buffer i medie 
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uten serum til stede viste celletetthetsavhengig cytotoksisitet. Parallell lysmikroskopering 
viste også tydelig tegn på cytotoksisitet for celler behandlet uten serum tilstede uavhengig av 
celletetthet, der cellene var rundet opp og hadde dårlig feste til underlaget, i forholde til celler 
behandlet med serum tilstede. Resultatene av MES buffer-sensitivitet er vist i figur 40 og 
indikerer at en kombinasjon med høyt celletetthet og serum tilstede gir lav cytotoksisitet. 
Denne kombinasjonen gir optimal vekstforhold for HT29 celler og betingelse til å utføre PCI 
med C11Pc-PEG gull nanopartikkel-løsning som også inneholder samme MES buffer.  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 40: MES buffer-sensitivitet i HT29 celler med høy- og lav celletetthet kombinert 
med RPMI-1640 medium tilsatt A serum og B uten serum: Relativ visbilitet av 24.000 og 
5000 HT29 celler per brønn, inkubert i 48 timer for å feste seg, behandlet med 50 mM MES 
buffer i RPMI-1640 medium med serum og uten serum i tre timer og inkubert i 72 timer før 
MTT-assay er plottet som funksjon av MES-buffer konsentrasjon. Resultatene er 
middelverdier basert på to paralleller og standardavvik er tegnet inn. 
 
 
3.5 PDT og PCI med TPCS2a og AlPcS2a 
3.5.1 PDT og PCI med TPCS2a i HT29 celler  
Det ble utført PDT og PCI med TPCS2a i HT29 celler (5000 celler per brønn), slik som 
tidligere med 4T1 celler (Figur 19). Resultatene fra PDT-behandlingen med TPCS2a og 
økende lysdose er sammenliknet med PCI-behandlingen av økende rGelonin med TPCS2a 
med lysdoser og er vist i figur 41. PDT effekten økte med økende lysdose og økende 
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konsentrasjon av fotosensitiser. Ved en lysdose (ca. 180 sekunder) i celler behandlet med 
0.2µg/mL TPCS2a ble viabiliteten redusert med ca. 65 % i HT29 celler, mens i celler 
behandlet med 0.4µg/mL TPCS2a ble tilsvarende reduksjon i viabilitet oppnådd med 90 
sekunder lys (Figur 41A). Figur 41A viser 40 % drap av HT29 celler behandlet med 0,4 µg/ml 
TPCS2a og 60 sekunder lys og figur 41B viser 50 % viabilitet med samme behandling. Det ble 
observert lite cytotoksisk effekt med rGelonin konsentrasjoner alene opp til 300 nM (Figur 
41B). Ingen klar PCI effekt ble observert ved 10 nM (Figur 41C) eller 100 nM rGelonin 
(Figur 41D) i forhold til ubehandlede celler sammenliknet med PDT-verdier.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 41: Viabilitet etter TPCS2a-PDT og -PCI behandling: Relativ viabilitet i HT29 celler 
behandlet med A 0,2 µg/mL og 0,4 µg/mL TPCS2a-PDT, B PCI med 0.4 µg/mL TPCS2a og 
økende rGelonin-konsentrasjoner som indikert på figuren og belyst i 60 sekunder, C PDT og 
PCI med 0.4 µg/mL TPCS2a og 10 nM rGel og D PDT og PCI med 0.4 µg/mL TPCS2a og 100 
nM rGel er målt med MTT-assay. Data under 10 % celleviabilitet grunnet stor usikkerhet er 
ekskludert i grafene. Resultatene er middelverdier basert på tre paralleller og standardavvik 
er tegnet inn.   
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3.5.2 PDT og PCI med AlPcS2a i HT29 celler  
Resultatene etter PDT-behandling av HT29 celler (5000 celler per brønn) med 1 µg/mL og 5 
µg/mL AlPcS2a og økende lysdoser er sammenliknet med PCI-behandlingen av økende 
rGelonin med AlPcS2a med lysdoser er vist i figur 42. PDT effekten økte, også her slik som 
for TPCS2a, med økende lysdose og økende konsentrasjon av fotosensitiser. Ingen klar PCI 
effekt ble observert med 1 µg/mL AlPcS2a, 10 nM rGelonin og økende lydose (Figur 42 C), 
mens 5 µg/mL AlPcS2a, 100 nM rGelonin og økende lydose viste imidlertid PCI effekt i form 
av økt cytotoksisitet i forhold til celler behandlet uten rGelonin (Figur 42C og D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 42: Viabilitet etter AlPcS2a-PDT og -PCI behandling: Relativ viabilitet i HT29 celler 
behandlet med A 1 µg/mL og 5 µg/mL AlPcS2a-PDT, B PCI med 5µg/mL AlPcS2a og økende 
rGelonin-konsentrasjoner som indikert på figuren og belyst i 60 sekunder, C PDT og PCI 
med 1 µg/mL AlPcS2a og 10 nM rGel og D PDT og PCI med 5 µg/mL AlPcS2a og 100 nM 
rGel er målt med MTT-assay. Data under 10 % celleviabilitet er ekskludert i grafene. 
Resultatene er middelverdier basert på tre paralleller og standardavvik er tegnet inn.   
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3.6 Måling av β-N-Acetyl Glucosaminidase i HT29 celler 
3.6.1 β-AGA aktivitet i HT29 celler etter PDT med TPCS2a og AlPcS2a  
Resultatene av β-AGA aktivitetsmålinger i HT29 celler (600.000 celler per skål i 30.01 
skåler) behandlet med TPCS2a-PDT og AlPcS2a-PDT er vist i figur 43. β-AGA aktiviteten er 
tilnærmet lineær med økende lysdose da den blir redusert med økende lysdose. AlPcS2a-PDT 
inhiberer det lysosomale enzymet β-AGA i større grad sammenliknet med TPCS2a-PDT i 
forhold til reduksjon av cellulær viabilitet forårsaket av behandlingen med PDT. 
Fotosensitiser eller lys alene hadde effekt ingen effekt på β-AGA aktiviteten.  
 
 
 
 
 
 
 
Figur 43: Fotodynamisk inaktivering av lysosomale enzymet β-AGA plottet sammen med 
relativ viabilitet etter 0.4µg/mL TPCS2a-PDT og 5 µg/mL AlPcS2a-PDT behandling i 
HT29 celler: β-AGA aktivitet/relativ viabilitet i HT29 celler etter behandling med A 
0.4µg/mL TPCS2a-PDT og B 5 µg/mL AlPcS2a-PDT er plottet som funksjon av lysdose. 
Kurven med røde symboler viser normalisert β-AGA aktivitet etter PDT med TPCS2a og 
økende lysdose, mens kurven med gule symboler viser relativ viabilitet målt med MTT. β-AGA 
er målt med UV-VIS spektrofotometer ved 410 nm. Resultatene for relativ viabilitet er 
middelverdier basert på tre paralleller og standardavvik er tegnet inn, mens resultatene fra β-
AGA er basert på en parallell.  
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3.7 Intracellulær lokalisering og opptak av AlPcS2a og 
C11Pc-PEG-AuNP  
. 
Når fotosensitisere eksiteres med synlig lys, emmitere de fluorescens. For å studere den 
intracellulære lokaliseringen av AlPcS2a og C11Pc-PEG gull nanopartikkel ble denne 
egenskapen utnyttet med fluorescensmikroskopi.  
 
3.7.1 Intracellulær lokalisering av AlPcS2a med 18 timers inkubering 
Den amfifile fotosensitiseren AlPcS2a, er tidligere vist å lokaliseres i endocytiske vesikler i 
andre celletyper[3]. Figur 44 viser at AlPcS2a lokaliserer sammen med LTG i HT29 celler. 
Resultatene viser derfor at etter 18 timers inkubering med AlPcS2a etterfulgt av fire timers 
vask, (standard PCI prosedyre) lokaliserer AlPcS2a i stor grad i sure vesikler.  
 
 
 
 
 
 
  
  
Figur 44: Fasekontrast- og fluorescensbilder av AlPcS2a i HT29 celler. Intracellulær 
lokalisering av 1 µg/mL AlPcS2a i HT29 celler etter 18 timers inkubering og en chase periode 
på fire timer. Bildet A viser fasekontrast, B viser Lyso TrackerGreen®-fluorescens, C viser 
AlPcS2a –fluorescens og D viser et fusjonert bilde av AlPcS2a –fluorescens og Lyso 
TrackerGreen®-fluorescens. Den gule fargen i D indikerer overlapp mellom TrackerGreen® 
og AlPcS2a  lokalisering. HT29 cellene ble eksponert med lys i 150 millisekunder. Det ble 
benyttet 60 x olje immersjonsobjektiv.  
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3.7.2 Intracellulær lokalisering av AlPcS2a og C11Pc-PEG-AuNP etter tre 
timers inkubering 
. 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel er vist å lokaliseres i endocytiske vesikler i HT29 celler[20]. 
Det ble brukt 4-brønners brett for behandling med C11Pc-PEG gull nanopartikler, men siden 
disse cellene ikke hadde god feste til overflaten, falt de av dekkglasset før mikroskoperingen. 
Denne utfordringen ble løst ved å bruke mini-96-brønners brett. HT29 cellene ble inkubert 
med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i 18 timer, men dette tålte ikke cellene. 
Inkubasjonstiden ble derfor redusert til tre timer etterfulgt av fire timer chase før 
fluorescensmikroskopi (Figur 45a)). HT29 cellene ble eksponert for lys i 27 sekunder og 
resultatet viste difus fluorescens fra hele cellen.  
 
AlPcS2a ble inkubert også med HT29 celler i tre timer etterfulgt av fire timer chase (Figur 
45b)). HT29 cellene ble eksponert for lys i ett sekund og resultatet viste granulær fluorescens 
fra AlPcS2a, men fluorescensen var mindre overlappende med Lyso TrackerGreen® 
sammenlignet med 18 timers inkubering.  
 
Den difuse fluorescensen som ble observert i HT29 celler inkubert med C11Pc-PEG gull 
nanopartikler var også observert for Lyso TrackerGreen® når cellene ble eksponert for 27 
sekunder lys. Lyso TrackerGreen® farger endosomer og lysosomer og derfor gir granulær 
fluorescens fra levende celler. Det ble utført fluorescensmikroskopi på ubehandlede HT29 
celler med filter-kombinasjoner for C11Pc-PEG gull nanopartikler og Lyso TrackerGreen® 
for å utelukke at fluorescens detektert i figur 45a) ikke er autofluorescens. Fluorescensen fra 
ubehandlede celler var lik den fra celler behandlet med C11Pc-PEG gull nanopartikler. 
Resultatet viser derfor at hverken C11Pc-PEG gull nanopartikler eller Lyso TrackerGreen® 
kan detekteres med fluorescensmikroskopi etter tre timers inkubering med 1 µM C11Pc-PEG 
gull nanopartikler etterfulgt av fire timers chase.  
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Figur 45: Fasekontrast- og fluorescensbilder av AlPcS2a og C11-PEG gull nanopartikler i 
HT29 celler og autofluorescens av HT29 celler. Intracellulær lokalisering av a) C11-PEG 
gull nanopartikler og b) AlPcS2a i HT29 celler (utsådd i mini-96-brønners brett) etter tre 
timers inkubering og en chase periode på fire timer. c) viser autofluorescens av HT29 celler. 
Bildet A viser fasekontrast, B viser Lyso TrackerGreen®-fluorescens, C illustrerer i figur a) 
C11-PEG gull nanopartikler-fluorescens, i figur b) AlPcS2a –fluorescens og i figur c) 
autofluorescens og D viser et fusjonert bilde av A og B. Det ble benytter 60 x olje 
immersjonsobjektiv. 
 
 
a)           b) 
c) 
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3.7.3 Intracellulær opptak i MES buffer 
Det er avgjørende for C11Pc-PEG gull nanopartikler å bli endocytert av cellen for å kunne gi 
cellulære effekter. C11Pc-PEG gull nanopartikler er i en løsning med 50 mM MES buffer 
med pH 5,5. Det ble derfor kontrollert om MES bufferen påvirker intracellulær opptak av 
fotosensitisere. Tidligere resultater har vist med viabilitetsmålinger etter PDT behandling, β-
AGA aktivitets målinger og fluorescensmikroskopi at AlPcS2a tas opp av cellene via 
endocytose. HT29 celler ble behandlet med 1 µg/mL AlPcS2a i vekstmedie uten og med MES 
buffer og PBS i tre timer og Lyso TrackerGreen® ble tilsatt 30 minutter før mikroskopering. 
MES bufferen besto av MES natrium salt løst i deionisert vann, pH justert til 5,5 med 0,2 M 
HCL og tilsatt 0,05 % Tween 20 og var tilsvarende den som var benyttet i C11Pc-PEG gull 
nanopartikler-løsnignen. Fluorescensen fra AlPcS2a i de forskjellige løsningene er like og er 
vist i figur 46. Resultatene viser derfor at MES buffer ikke påvirker intracellulære opptaket av 
ftalocyanin fotosensitiseren AlPcS2a. 
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Figur 46: Fasekontrast- og fluorescensbilder av AlPcS2a i vekstmedie alene, vekstmedie 
med MES buffer og vekstmedie med PBS. Intracellulær lokalisering av 1µg/mL AlPcS2a 
ble kontrollert i a) vekstmedie alene, b) vekstmedie tilsatt MES buffer og c) vekstmedie tilsatt 
PBS som beskrevet i teksten. Bildet A viser fasekontrast, B viser Lyso TrackerGreen®-
fluorescens, C viser AlPcS2a –fluorescens og D viser et fusjonert bilde av AlPcS2a – og Lyso 
TrackerGreen®-fluorescens, hvor gul farge indikerer overlapp. Det ble benytter 60 x olje 
immersjonsobjektiv. 
a) b) 
c) 
a)            b) 
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4 Diskusjon 
4.1 Bruk av gull nanopartikler i kreftbehandling 
Effekt  
Gull nanopartikler er brukt som multifunksjonelle systemer i blant annet molekylær 
avbildning, fototermisk behandling, molekylær kreftterapi, legemiddel levering, 
immunoassay, proteinassay, kapillær elektroforese og detektering av kreftceller [73-76]. De 
fleste studier som baserer seg på gull nanopartikkel-basert kreftterapi har brukt fototermisk 
terapi for å ødelegge kreftceller eller tumorvev[12]. Belysning av gull nanopartikler med 
passende bølgelengde er vist å kunne gi en temperatur på 70-80 
o
C med mye lavere laser 
energi, sammenliknet med terapier som bruker konvensjonelle stoffer, på grunn av mye 
høyere absorpsjons-koeffisient [77].  
 
Utfordringer 
Biodistribusjon, farmakokinetikk og toksisitet er utfordringer som gull nanopartikler står 
ovenfor som legemiddel-leveringssystemer [78]. Nanopartikler ekstrahert fra blodet av RES 
systemet får begrenset potensiale til å akkumulere i tumor via EPR effekt og gir opphoping av 
nanopartikler i lever og milt [79]. Toksisiteten av gull nanopartikler in vivo er ikke godt nok 
dokumentert i litteraturen, tiltross for at en rekke studier har vist at gull nanopartikler har lav 
cytotoksisitet og høy biokompatibilitet, til klinisk bruk. Gull nanopartikler reduserer aktiv 
produksjonen av reaktive oksygen og nitritt forbindelser [23, 80]. Langvarig bruk av gull 
nanopartikler er kontroversielt med tanke på at metallet er ikke-biodegraderbar og kan gi 
opphoping i kroppen over tid, og er ikke kjent for å være bedre enn andre nanopartikler for 
systemisk målrettet behandling av kreftceller [81]. Langtidsbivirkningene (toksisitet og 
mutagene effekter) av gull nanopartikler, som kan være i cellene flere måneder, er imidlertid 
ikke kjent [82].  
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4.1.1 Modifiserte gull nanopartikler 
Effektiv akkumulering av gull nanopartikler i kreftceller eller tumorvev er nødvendig for å 
oppnå optimal legemiddel-levering. Passiv målstyring (utnytte EPR effekten), aktiv 
målstyring (konjugere med biologiske ligander) eller en kombinasjon av begge strategier kan 
bli brukt for å oppnå tumor-spesifikk partikkel-akkumulering og legemiddel-levering [13]. 
Målrettede gull nanopartikler må nå tumor vaskulatur, krysse tumor interstitium, oppnå 
cellulær akkumulering og i mange tilfeller unnslippe lysosomer for å kunne være effektive in 
vivo. De må være i stand til å nå hypoksiske celler, kjent for å være kjemoresistente og 
radioresistente, som ligger langt unna vaskulaturen [82]. Gull nanopartikler konjugert med 
biologiske ligander med affinitet for en spesifikk overflate-reseptor uttrykt på kreftceller, slik 
som lectinet jaclin, er vist å gi spesifikk opptak. Jaclin binder til Thomsen-Friedenreich 
disaccharide antigen (T antigen) uttrykt i mer enn 90 % av primær human karcinom (deriblant 
HT29 tarm adenokarcinom celler) og lite i normal celler. Lektin-funksjonaliserte 
nanopartikler har blitt brukt til målrettet legemiddellevering til hjernen, lungene og 
tarmen[56]. Tarmkreftcellene er behandlet målrettet med lectiner (hvetekim aggultinin) ladet 
på polymeriske nanopartikler (liposomer) med fotosensitiseren termoporfin for 
antimikrobielle studier [20, 56].  
 
Målrettet gull nanopartikler som skal spesifikk binde T antigen på HT29 celler er stabilisert 
med en blandet monolag av en hydrofobisk sink ftalocyanin fotosensitiser og en vannløselig 
tiol-funksjonalisert PEG. PEG-kjedene brukes til kovalent konjugering med målrettede 
liganden jaclin som binder spesifikk T antigen på HT29 celler. PEG-modifiserte gull 
nanopartikler er vist å være resistens i protein adsorpsjon og PEG kjeder skjermer legemidlet 
på gull nanopartikkelen. De unngår derfor RES systemet og får lengre sirkulasjonstid i blodet. 
PEGylering forbedrer dessuten nanopartikkel systemet ved å øke vannløseligheten og gi 
kolloidal stabilitet, i tillegg til å forbedre terminal karboksyl enhetene som gir mulighet for 
konjugering av biomolekyler [56, 79, 83].  PEG kjeder er som oftest biologisk inaktive og 
medfører mange fordeler når det gjelder fysikalsk-kjemiske egenskaper til ulike systemer 
[84]. Det er også vist at PEGylerte gull nanopartikler er veldig effektive for levering av 
fotosensitiser til bruk i PDT [83].  
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Jaclin konjugerte C11Pc-PEG gull nanopartikler er vist å ha signifikant større lokalisering og 
akkumulering, samt økt PDT effekt med minimal mørketoksisitet i HT29 celler sammenliknet 
med ikke-konjugerte C11Pc-PEG gull nanopartikler. Siden C11Pc (C11-kjeder med 
ftalocyanin) er vannuløselig, kan PDT effekten av fri C11Pc fotosensitiser ikke sammenliknes 
med jaclin-konjugerte eller ikke-konjugerte gull nanopartikler. Den fototoksiske effekten av 
mårettet behandling med jaclin i HT29 celler er vist å være lik som for behandling med 
monoklonale antistoffet anti-HER-2  i SK-BR-3 bryst kreftceller [56]. C11Pc-PEG gull 
nanopartikler konjugert med lektinet Concanavalin A, med god affinitet til polymannose, 
viste ingen bedre PDT effekt i bryst kreftceller som uttrykker α-mannose sammenliknet med 
ikke-konjugerte C11Pc-PEG gull nanopartikler [56]. Disse dataene indikerer at C11Pc-PEG 
gull nanopartikler gir signifikant økt målrettet effekt kun med noen bestemte konjugater og 
ingen signifikant effekt med andre i forhold til ikke-konjugerte C11Pc-PEG gull 
nanopartikler.  
 
4.1.2 Cytotoksiske effekten av C11Pc-PEG gull nanopartikler 
Det er vist av Obaid et al. at C11Pc-PEG gull nanopartikler utviser ulikt PDT effekt avhengig 
av hva slags konjugatet C11Pc-PEG gull nanopartikkelen er bundet til sammenliknet med 
C11Pc-PEG gull nanopartikler uten konjugering [20]. Uavhengig av konjugering er C11Pc-
PEG gull nanopartikler vist å ha lav cytotoksisitet. Jacalin konjugerte C11Pc-PEG-AuNP opp 
til en konsentrasjon på  1,15µM  har gitt ca.95-98% fototoksisitet med HT29 kreft celler [20]. 
Den lave fototoksisike (PDT) effekten av ikke-konjugerte C11Pc-PEG gull nanopartikler kan 
skyldes dårlig intracellulært opptak og at det kreves høyere intracellulær konsentrasjon, eller 
ligander slik som jaclin for å trekke partikkel nærmere vesikkelmembranen, for å oppnå en 
tilfredsstillende generering av 
1
O2 som kan gi celledrap. Slike fotosensitiser-formuleringer er 
kandidater for PCI og som tidligere nevnt kan gi en synergisk effekt av PDT og levert 
makromolekyl. PDT effekten er vist å bli forbedret med nanopartikkelbaserte fotosensitisere 
levert med terapeutiske agens som blir degradert i sure vesikler når det er levert alene. 
Dendrimer ftalocyanin kapslet inn i polymeriske miceller kombinert med doxorubicin, 
undersøkt i en resistent cellelinje, viste økt og dypere antitumor effekt sammenliknet med 
PDT med dendrimer ftalocyanin-micelle alene [45]. Dette indikerer en begrenset lys 
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peneterasjon dypt i vevet med PDT og som kan bli forbedret med PCI. C11Pc-PEG gull 
nanopartikler levert med toksiner kan derfor antas å gi økt PCI effekt sammenliknet med den 
begrensede PDT effekten som er vist av Obaid et al.  
 
Gull nanopartikkel konsentrasjon, lang inkuberingstid og lysdose 
Ettersom 1µM C11Pc-PEG gull nanopartikler inkubert i 18 timer viste ikke akseptabel 
cytotoksisitet i 4T1 celler, ble det forsøkt med lavere C11Pc-PEG gull nanopartikkel- 
konsentrasjoner. Inkuberingstid på 18 timer er ønsket fordi det er mer optimalt med tanke på 
en PCI-effekt da hensikten med denne masteroppgaven var å utføre PCI med disse gull 
nanopartiklene. Ulike C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjoner ble testet og ingen 
optimal konsentrasjon ble funnet å være ikke cytotoksisitet, men gi fototoksisitet (PDT). 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjon på ≤ 0,1 µM  viste hverken cytotoksisitet eller 
fototoksisitet, mens konsentrasjoner ≥ 0,3 µM var for cytotoksisk i seg selv. Derfor ble ulike 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjoner kombinert med kortere inkubasjonstid i 4T1 
celler og lydoser opptil 20 minutter. Lysdoser over 20 minutter er ikke praktisk relevant.  
 
PCI med C11Pc-PEG gull nanopartiklene 
Tiltross for manglende PDT effekt ble det forsøkt å utføre PCI med den laveste (0,03 µM) 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjonen  som ikke var cytotoksisk i seg selv. 
Resultatene (Figur 28)  indikerte ingen PCI effekt. Som nevnt tidligere viste de samme (ikke-
konjugerte) C11Pc-PEG gull nanopartiklene lav cytotoksisitet i studien til Prof. Russell og  
det ble derfor forsøkt å gå videre med tilnærmet samme prosedyre som Prof. Russell har 
benyttet. 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler inkubert i tre timer viste seg å være for 
cytotoksisk i denne studien sammenliknet med studien utført av Prof. Russell-gruppen som 
fikk ingen cytotoksisitet og lav fototoksisitet med den samme C11Pc-PEG gull nanopartikkel-
konsentrasjonen.  
 
pH justering  
C11Pc-PEG gull nanopartikkel-løsningen som ble benyttet i denne studien hadde en lav pH 
(5,5) og siden et relativt stort volum (beskrevet under 3.3.3 ) av C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel-løsningen ble tilsatt mediet påvirket dette mediets pH.  Det ble derfor foretatt 
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pH justering av C11Pc-PEG gull nanopartikkel-løsningen for å optimalisere 
behandlingsregimet. Selv pH tilsvarende fysiologisk pH ga cytotoksistet etter tre timer 
inkubering med 4T1 celler. Dette indikerte at pH ikke er alene forklaring til cytotoksisitet. 
 
 
Cellelinje 
Det kunne ikke utelukkes at den cytotoksiske effekten av C11Pc-PEG gull nanopartiklene var 
cellelinjeavhengig. 4T1 muse brystkreft cellelinjen ble derfor byttet med HT29 
tarmepitelkreft cellelinjen som ble brukt av gruppen til Prof. Russell med de samme C11Pc-
PEG gull nanopartiklene. Effekten av C11Pc-PEG gull nanopartikler på cellulær viabilitet i 
HT29 celler var tilsvarende for 4T1 celler (Figur 22 og 31). Den cytotoksiske effekten av 
C11Pc-PEG gull nanopartikler i fravær av lys var ikke forskjellig med HT29 celler i forhold 
til 4T1 celler. Disse funnene indikerer at cellelinjen ikke er årsak til cytotoksisitet eller 
manglende fotocytotoksisitet med lave C11Pc-PEG gull nanopartikkel-konsentrasjoner.  
 
RPMI-1640 medium med- og uten Serum 
Serumet FBS brukt i denne studien hadde til hensikt å gi gode vekstbetingelser til cellene. På 
grunn av tidligere uforklarlig cytotoksisitet med C11Pc-PEG gull nanopartikler ble det forsøkt 
å behandle HT29 cellene uten serum, slik som gruppen til Prof. Russell. Resultatene (Figur 
38) viste signifikant forskjell mellom behandling med serum og uten serum. Celler behandlet 
med C11Pc-PEG gull nanopartikler uten serum tilstede indikerte imidlertid ytterligere 
cytotoksisitet. 
 
Behandling av HT29 celler med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler med- og uten serum og 
fenol rød ble undersøkt. Fenol rød som er en pH indikator i RPMI-1640 mediet viste å ikke ha 
noen betydning for cytotoksisiteten av C11Pc-PEG gull nanopartiklene (Figur 35), slik det var 
tilfellet for Zhu et al. med Hela celler behandlet med karbon nanopartikler.  
 
Høy celletetthet 
Det ble videre forsøkt å øke celletetthet til konfluens av HT29 celler behandlet med C11Pc-
PEG gull nanopartikler. Et stort antall celler (24.000 celler/brønn) ble sådd ut og inkubert i 48 
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timer før behandling for å øke celletetthet og sikre god feste av celler til underlaget. Deretter 
ble cellene behandlet med 1 µM C11Pc-PEG gull nanopartikler i tre timer med RPMI-1640 
medium tilsatt serum. HT29 cellene ble ytterligere inkubert i 72 timer til nær konfluens før 
MTT-assay ble foretatt (Figur 37). Denne kombinasjonen med serum tilstede og høy 
celletetthet ga optimale betingelser (lav cytotoksisitet) for å utføre PCI. Som nevnt 
innledningsvis kan lav fototoksisitet (PDT) forbedres med PCI. I denne studien er det ikke 
utført PCI eller lengre lyseksponering med denne kombinasjonen på grunn av manglende tid.  
 
Buffer løsning 
C11Pc-PEG gull nanopartikkel i en løsning med 50 mM MES buffer med pH 5.5 ble benyttet 
i denne studien. Det ble lagd samme MES bufferen, som det er benyttet i C11Pc-PEG gull 
nanopartikkel-løsningen av Prof. Russell, til behandling av celler uten tilsatt C11Pc-PEG gull 
nanopartikler for å sjekke cytotoksisiteten av bufferen alene. Resultatene viste cytotoksisitet 
med HT29 celler i nærvær av MES buffer og indikerte at MES buffer ikke er egnet til 
behandling med viable celler. En annen buffer som er mer egnet til behandling av celler er 
HEPES buffer som også er en av Good`s buffere og er brukt av Obaid et al. til behandling av 
HT29 celler med de samme gull nanopartiklene. HEPES buffer har en pK verdi på ca. 7,4 
som tilsvarer fysiologisk pH. Denne pH verdien er mer ideellt for biologiske materialer, 
tiltross for forsøk på å øke pH i MES bufferen til fysiologisk pH med NaOH ga det fortsatt 
ingen celle overlevelse. Lut i seg selv kan løsne proteiner og tilsettning av denne til gull 
nanopartikler som blir gitt celler kan tenkes å forårsake ytterligere dårlig vilkår for cellene, da 
adherente cellers proteiner som er med på å gi feste kan løsne. Effekten av denne hypotesen er 
ukjent og mulig ikke signifikant ved at lut ikke ble tilsatt direkte til serumproteinene i 
vekstmedie eller cellene. Lut-løsningen ble først tilsatt til C11Pc-PEG gull nanopartikkel-
løsningen under røring og deretter ble vekstmedie tilsatt også under røring før det ble gitt til 
cellene. Mekanismen for hvordan MES bufferen er med på å gi cytotoksisitet er ikke 
undersøkt.  
 
Gull nanopartikkel stock løsningen inneholdte også 0,05 % Tween 20. Det er en detergent 
som åpner cellemembranen. Dette kan gi økt internalisering av gull nanopartikler og dermed 
større effekt enn antatt. Store konsentrasjoner av Tween 20 kan gi celledød, men dog 
4 DISKUSJON 
78 
 
konsentrasjonen her er så lav som 0,05 %  og blir videre fortynnet i vekstmedie tilsetning til 
celler, tenkes effekten til å ikke være signifikant stor.  
 
 
4.2 Intracellulær lokalisering 
Årsaker 
Den cellulære lokaliseringen av TPCS2a er etablert i litteraturen [37]. I denne studien er 
AlPcS2a vist signifikant intracellulær lokalisering både i 4T1 celler og HT29 celler.  
AlPcS2a er også vist tidligere å lokaliseres i endocytiske vesikler i flere cellelinjer, deriblant 
WiDr tarm kreftceller [37, 85]. Intracellulære lokaliseringen av C11Pc-PEG gull 
nanopartiklene ble mislykket i denne studien grunnet ikke optimal batch som løsnet cellene 
fra underlaget og ga cytotoksisitet. MES buffer har ikke påvirket cellens opptak, da AlPcS2a i 
MES buffer ga signifikant intracellulære akkumulering i endocytiske vesikler i HT29 celler. 
C11Pc-PEG gull nanopartiklene uten konjugering til ligand er vist av Prof. Russell å 
lokaliseres i HT29 celler, men i mye mindre grad enn jaclin konjugerte C11Pc-PEG gull 
nanopartikler. Dette skyldes mindre affinitet til cellen og derfor dårligere opptak av ikke-
konjugerte C11Pc-PEG gull nanopartikler i HT29 celler [20].  
 
 
4.3 Inaktivering av β-Acetylglucosaminidase (β-AGA)  
Fotosensitiserende forbindelsers lokalisering i forhold til lysosomal enzym inaktivering 
De amfifile molekylene AlPcS2a og TPCS2a binder til endosom membranen med den 
hydrofobe delen, mens den hydrofile delen med to sulfonat grupper er lokalisert i matriks 
(sentral væskefase-delen) av de endocytiske vesiklene. Fotosensitisere med flere hydrofile 
sulfonat grupper (slik som TPPS4) lokaliseres i endosomets væskefase. TPPS4 er vist å 
inaktivere det lysosomale enzymet β-AGA fullstendig etter lyseksponering [59]. C11Pc-PEG 
gull nanopartikkelens intracellulære lokalisering er ikke blitt undersøkt, og derfor er effekten 
av partiklene på lysosomale enzymet ukjent. Hvis C11Pc-PEG gull nanopartiklene lokaliseres 
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i væskefasen av endocytiske vesikler etter celle internalisering kan partiklene gi samme effekt 
som TPPS4, men hvis ftalocyanin fotosensitiseren på gull partiklene binder seg til 
membranen, gir det andre effekter som kan ligne AlPcS2a og TPCS2a. Det er vist at 
fotosensitisere som lokaliserer seg i membranen gir mindre enzym inaktivering enn 
fotosensitisere som lokaliseres i endosomenes væskefase. Det er tidligere vist i litteraturen at 
TPPS2a, tatt opp via adsorptiv endocytose og lokalisert i lysosom membranen slik som 
AlPcS2a og TPCS2a, gir ingen β-AGA inaktivering med en ikke-toksisk lysdose [86]. Det 
forventes derfor av AlPcS2a og TPCS2a å redusere aktiviteten av β-AGA i mindre grad enn 
fotosensitiseren TPPS4, i tillegg til at reduksjon i β-AGA aktivitet korrelerer med 
hydrofobisiteten av fotosensitiser. 
 
β-AGA inaktivering som indikator for kvante-effektiviteten av fotosensitiserne  
Høy β-AGA inaktivering i forhold til den fotocytotoksiske effekten tyder på at 
fotosensitiseren er lokalisert i større grad i endosom vesikkelenes matriks og ikke i 
membranene, slik det er vist for TPPS4 [59]. Fotosensitisere er mest effektiv når de er 
lokalisert i membraner på grunn av levetid for singlett oksygen og høyere 
oksygenkonsentrasjon i membraner. Derfor er alltid de mest effektive fotosensitiserne 
amfifile eller hydrofobe [87]. I tillegg reduseres vanligvis PCI effekten når fotosensitisere 
lokaliseres i væskefasen siden de fleste legemidlene levert med PCI vil kunne skades av det 
singlett oksygenet som produseres.  
 
Sammenliknet med AlPcS2a har TPCS2a ingen metall sentralisert i tetrapyrrol ringen og kan 
derfor penetrere dypere inn i membraner. AlPcS2a har metallet aluminum i midten av ftalat-
ringene og er større molekyl med ladning som binder vann og gir sterisk hindring slik at den 
ikke bindes like sterk som TPCS2a til membranen. Fotosensitiseren AlPcS2a  består på den 
andre siden av fire ftalater som er sterkere enn TPCS2a som har fire pyrrol-strukturer [8]. 
Egenskapene til de to fotosensitiserne er forskjellige og det er vanskelig å si ut fra strukturen 
om hvilken som bindes sterkere til membranen og inaktiverer β-AGA minst. Derfor må det 
måles eksprimentelt. Resultatene fra denne studien indikerer at TPCS2a er sterkere lokalisert i 
membranen og har inaktivert mindre β-AGA i forhold til celledrap sammenliknet med 
AlPcS2a. 
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Resultatene fra denne studien viser imidlertidig høyere grad av inakivering av β-AGA med 
AlPcS2a-PDT sammenliknet med TPCS2a-PDT relatert til sammenlignbar fototoksisiet. En 
mulig forklaring kan være singlett oksygen generert i ulike steder i endocytiske vesikkel. 
 
 
4.4 Metodiske feilkilder 
4.4.1 Telling og utsåing av celler til forsøk 
Metoden for å telle en vis antall celler for så å beregne seg frem til antall celler per mL 
(prosedyre beskrevet i 2.3.3) er ment å øke reproduserbarheten på forsøkene fra gang til gang. 
Det mest kritiske trinnet i denne prosedyren er at cellesuspensjonen, tilsatt Bürker-kammeret, 
ikke er representativt for uttaket på grunn av ikke homogen løsning da celler kan segmentere 
ned til bunnen av røret og gi variasjoner i uttaket. Andre eksperimentelle feilkilder er manuelt 
tellingen som kan variere fra gang til gang, avhengig av hvor nøyaktig operatøren har vært 
under tellingen og volum uttak med pipetter.  
 
Antall celler som ble platet ut var ulikt for 4T1 celler og HT29 celler, dette fordi 4T1 celler 
vokser betydelig raskere enn HT29 celler. Det er også vanskelig å sammenligne disse cellene 
visuelt ved hjelp av lysmikroskopi da de har ulik morfologi, vist i 2.2.2 og 2.2.3. 
 
4.4.2 Applisering av lys  
Lyskilde  
Det ble benyttet to typer lyskilder med ulikt effekt i denne studien. Dette fordi 
fotosensitiserne som ble brukt var av ulike klasser og har ulike absorpsjonskurver på 
lysspekteret. Lampen som ble benyttet for AlPcS2a og gull nanopartiklene hadde en effekt på 
8 mW/cm
2
, mens lampen for TPcS2a hadde effekt på 11,5 mW/cm
2
. I tillegg var lampen for 
eksitasjon av ftalocyaniner basert på LEDer som emmiterer ved 670 nm, mens lampen for 
behandling av celler med TPCS2a er basert på lysstoffrør med en bredspektret emmisjon med 
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en topp rundt 435 nm. Derfor kunne det ikke brukes like lysdoser og effekten mellom 
behandlingene er derfor vanskelig å sammenligne.  
 
Uønsket belysning av celler under behandling med fotosensitiserende stoffer 
Celler behandlet med fotosensitive stoffer ble oppbevart og håndtert under dempet lys i 
arbeidsrommet. Uønsket lys, slik som fra tilhørende LAF-benker i arbeidsrommet, under 
lysmikroskopering og ikke minst under belysning av celler var uunngåelig. Under belysning 
blir alle brønnene i et brett utsatt for noe ekstra lys enn ønsket på grunn av lysspredningen. 
Det antas derfor at brønner med ulik lysdose i samme brett kan påvirkes av hverandres 
lyseksponering og gi falske resultater. Dette gjelder spesielt ved lange lyseksponeringstider. 
Under denne studien ble cellene sådd ut med en tom brønn i mellom for å redusere dette.  
Kontroll-celler ble platet ut på eget brett, oppbevart mørk under belysning og ble behandlet 
ellers på samme måte som lysbrettet.  
 
4.4.3 Viabilitetsmålinger med MTT-assay  
Den cytotoksiske effekten av behandlingene i denne studien ble funnet ved å detektere antall 
levende celler i forhold til ubehandle celler ved å benytte MTT-assayet. Metoden er en såkalt 
”short cut” der den er rask og effektiv og baserer seg på intracellulær enzymaktivitet. 
Metoden må brukes med forsiktighet da resultatene kan påvirkes av når målingene utføres. 
Alternativ til MTT er klonogen overlevelse. MTT-assay og klonogen overlevelse er to 
forskjellige måter å måle overlevelse på og brukes ved ulike hensikt, f.eks. DNA skadende 
agens trenger lengre tid for å utgi sin effekt, eller etter behandling med legemidlet bleomycin 
overlever cellene så vidt i noen dager før de dør og MTT vil derfor detektere de som levende 
celler. Disse cellene dør da etter noen dager og det vil bli detektert i klonogen overlevelses 
forsøk. Metoden klonogen overlevelse er basert på en levende enkeltcelle som danner en 
koloni med celler og har begrensninger slik som at ikke alle cellelinjer kan vokse i en 
avgrenset koloni og at metoden er tidskrevende. 
 
MTT-assayet er godt egnet til bruk i denne studien, fordi både PDT (cytotoksisitet forårsaket 
av singlett oksygen) og toksinet gelonin (inaktivering av eukaryotiske ribosomer) er rask 
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inntreffende slik at effekten kan vises 48 timer etter behandlingen. Det er heller ikke 
signifikant forskjell mellom fotosensitiserne brukt i denne studien når det gjelder deteksjon av 
celledød. Derfor er det heller ikke nødvendig å bruke lengre tid enn nødvendig eller en annen 
metode for å måle celleviabiliteten etter behandling. Det ble også vist av Selbo et al. at 
viabilitetsresultater etter behandling med TPPS2a, som er profyrin versjonen av TPCS2a, er likt 
når det gjelder MTT-assay og klonogen celleoverlevelse [88].  
 
MTT-metoden kan brukes for å teste sensitiviteten av nye legemidler og er også vist å fungere 
godt for celle linjer behandlet med et legemiddel med en dose-respons kurve fra kontroll vekst 
uten legemiddel (100 % relativ celleviabilitet) til komplett celledød ved høye legemiddel-
konsentrasjoner (≤ 10 %  relativ celleviabilitet) [57].  
 
4.4.4 Enzymatiske målinger av β-AGA 
Prosedyren for detektering av lysosomale enzymet β-AGA med substratet PNAG ved hjelp av 
spektrofotometer involverer mange trinn og flere løsninger som øker usikkerheten rundt 
forsøkene. En reduksjon i enzym aktiviteten tilsier at behandlingen har hatt en effekt ovenfor 
cellen og dermed lavere absorbans for eksprimentet. Deteksjon av sbsorbans i prøven (som gir 
indikasjon på β-AGA aktivitet) må ikke være lavere enn 0,5 eller høyere enn 2 da lyset som 
går gjennom stoff-pøven kan gi stor usikkerhet. Fordelen med denne type eksprimenter er at 
det basere seg på enzym aktivitet. Enzymer kan ikke være litt inaktiverte, det vil si at enten er 
de fungerende og binder substratet eller er ikke-fungerenede og binder da ikke substratet i det 
hele tatt.  
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5 Konklusjon 
Den cytotoksiske effekten av C11Pc-PEG gull nanopartikler, både uten- og i nærvær av lys, 
ble undersøkt. C11Pc-PEG-AuNP viste en uforklarlig cytotoksisitet under varierende forhold. 
Flere parametere slik som fotosensitiser konsentrasjoner, ulike behandlingstider med 
nanopartikkelbaserte fotosensitiseren, ulike inkubasjonstid av celler før og etter behandling, 
ulike belysningstider, pH i løsningen, vekstmedie med og uten serum, cellelinje, MES buffer, 
celletetthet og fenol rødt ble variert for å optimalisere forsøksbetingelsene for å oppnå en PDT 
effekt. Den uforventede cytotoksisiteten av C11Pc-PEG gull nanopartiklene som ble observert 
i denne studien skyldes trolig løsningen den forligger i, MES buffer. Den lave pH-verdien til 
MES buffer ble justert med NaOH til fysiologisk pH og er vist til å ikke være alene årsaken til 
cytotoksisitet i tarmepitel cellelinjen HT29 celler med normal celletetthet. Mekanismen bak 
cytotoksiske effekten forårsaket av MES buffer er ukjent. Det ble vist at en kombinasjon av 
høy celleantall og lang inkuberingstid før og etter behandling med C11Pc-PEG gull 
nanopartikler ga minst cytotoksisitet og optimal forhold for å oppnå en PDT effekt, men på 
grunn av praktiske årsaker som lite tid, ble det ikke undersøkt i kombinasjon med lengre 
lysdoser.  
 
I denne studien er det vist tydelig fotokjemisk internalisering (PCI) effekt med TPCS2a og 
AlPcS2a sammen med makromolekylet rGelonin, sammenliknet med PDT effekt i 4T1 celler. 
Aktiviteten til den lysosomale enzymet β-AGA viste minst inaktivering for TPCS2a 
sammenliknet med AlPcS2a i forhold til ubehandlede celler, i HT29 celler. Intracellulært 
opptaket av C11Pc-PEG gull nanopartiklene observert i forhold til AlPcS2a ved hjelp av 
fluorescens mikroskopi viste god intracellulær lokalisering av AlPcS2a og ingen intracellulær 
lokalisering av C11Pc-PEG gull nanopartiklene. Effekten av MES buffer på det intracellulære 
opptaket ble kontroller sammen med AlPcS2a og viste å ikke ha noen innvirkningseffekt.  
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Vedlegg I 
Løsninger som ble benyttet for å måle β-AGA:   
1. Buffer: 100mM acetatebuffer,  pH 4.6 
100 mM Na-acetate (Sigma-Aldrich, USA) ble blandet med 100mM eddiksyre (Sigma-
Aldrich, USA) 
(100 % eddiksyre = 17,49 M) 
(100mM eddiksyre: 570 µL 100 % til 100 ml) 
 
100 mM Na-acetat (= 0,1 M = 0.1 mol/liter) + 100mM eddiksyre (= 0.1 M = 0.1 mol/liter) 
Na-acetat: CH3COONa , MW: 82,03 g/mol 
0,1 mol/L x 82,03 g/mol = 8,203 g/L x 0,1 L (100mL) = 0,8203 g  820,3 mg 
Eddiksyre(Sigma-Adrich, USA): CH3COOH   
100 mM  570 µL 100 % eddiksyre til 100 mL 
 
820,3 mg Na-acetat ble veid og videre løst i deionisert vann. Etter at all pulveret var løst ble 
målesylinderet (100mL) fylt opp til 99,43 ml og deretter ble 570 µL 100 % eddiksyre  tilsatt 
(til 100 mL). PH ble målt til å være 4,66.  
 
2. 0,1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) i acetatebufferen: 
 
Triton X-100 = 100 % løsning 
Det ble lagd 10 % løsning først: 9,0 mL deionisert vann + 1,0 mL Triton X-100  
Deretter ble det lagd 0,1% løsning:  
C1 x V1 = C2 x V2 
10% x Xml = 0,1 % x 10 ml 
X ml = 0,1 mL  (10 mL – 0,1 ml = 9,9 mL)  
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0,1 mL av 10 % Triton X-100 løsningen ble blandet med 9,9 mL acetatbuffer løsningen.  
 
3. P-nitrophenyl-β-N-acetylglucosamine (PNAG) (Sigma-Aldrich, USA) (MW 342,3)  
6.8 mg/10 mL (dvs.2 mM), (Kan tilsette 1-4 mM)  
 
Stoffet ble tatt opp fra fryseren (-20
o
C) og varmet opp på benken i 20 minutter før tilsettning 
til buffer (1-4mM). Dette fordi stoffet er veldig hydroskopisk og vanskelig å håndtere.  
 
2 mM tilsvarer 6,8 mg substrat (6,8 mg = 0,0068 g) 
2 mM = 2 mol/ liter 
2 mol/liter x 342,3 g/mol = 684,6 g/liter  0,6846 mg/ml x 10 ml = 6,8 mg.  
Det ble veid opp 0,0068 g PNAG og løst opp i litt acetatbuffer løsning under røring med 
magnet i 30 minutter. Etter full oppløselighet ble målesylinderen fylt opp til totalt 10 mL.   
 
4. 0,5 M Na2CO3 løsning: 
26,5 g Na2CO3 ble løst opp i litt deionisert vann og deretter ble målesylinderen fylt opp til 500 
mL.  
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Vedlegg II 
Etablering av analysemetoden for β-AGA enzym aktivitet 
For å etablere analysemetoden for måling av den lysosomale enzymet β-AGA ble det sådd ut 
500.000 celler per skål i 3001 skåler (BD Falcon, USA) og inkubert i 18 timer. Deretter ble 
vekstmediet fjernet og cellene ble vasket to ganger med PBS før Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, USA) fortynnet i acetatbuffer (bestående av Na-acetat (Sigma-Aldrich, USA) og 
eddiksyre (Sigma-Aldrich, USA)) ble tilsatt. Tidligere forsøk hadde vist at Triton X-100 
fortynnet i acetatbuffer ga mer optimale forsøksbetingelser enn deionisert vann og PBS med 
Ca
2+
 og Mg
2+
 (Fisher Scientific, USA) (data er ikke vist her). Celleekstraktet ble videre 
inkubert med PNAG substratet (Sigma-Aldrich, USA), til ulike tider (0-6 timer) for deretter å 
bli målt spektrofotometrisk. Resultatet er viser lav og ikke godt lineært enzym aktivitet (Figur 
A). Dette kan skyldes lav Triton X-100 konsentrasjon (0.1 %), slik at alle membraner som 
holder enzymet innkapslet ikke er blitt brutt. Problemet ble løst ved å fryse ned prøvene etter 
behandling, før substrat tilsetning slik at cellemembranene sprekker ytterligere ved tinning av 
disse og alle enzymer blir frigitt i løsningen.  
 
 
 
 
 
Figur A: Detektering av β-AGA bundet til PNAG: Absorbansen er plottet mot 
inkuberingstiden og viser at enzymet trenger tid for å kunne omdanne seg et et målbart 
produkt. Ved tid lik 6 timer er absorbansen lik 0,085 som er ganske lav og dermed usikker 
tall. 
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To separate forsøk ble utført med prosdyren beskrevet ovenfor med unntak av at cellene ble 
fryst ned i – 20 oC og uttaket av celleekstraktet ble fordoblet fra 100 µL til 200 µL. 
Resultatene viste økning i absorbansen av omdannet β-AGA ensym (Figur B). Kurvene for 
begge forsøk er overlappende og har god nok absorpsjon til å være pålitelig å bruke. 
Absorpsjonskurven for forsøkene er vist i figur C. 
 
 
 
 
 
Figur B:  β-AGA aktvitet etter ulike inkuberingstider med PNAG:  Begge forsøkene er 
plottet i samme graf og indikerer økende absorpsjon av omdannet β-AGA produkt med økende 
inkuberingstid med PNAG. Absorbansen er målt spektrofotomertrisk. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur C: Absorpsjonskurven for forsøkene i figur C: Begge absorpsjonskurvene viser fine 
og smale kurver, der høye grønne kurven representerer absorpsjonen til prøven som ble 
inkubert i 6 timer med substratet. Det er detektert minkende absorpsjon med kortere 
inkuberingstid med PNAG og flate linjene indikerer blank prøver (prøve stoppet ved t=0). 
  
 
 
 
  
  
 
 
